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Resumo 
A bactéria Pseudomonas aeruginosa é responsável por infeções associadas à 
cateterização de doentes hospitalizados tendo também uma elevada incidência em 
infeções em queimados. Devido à sua grande capacidade de aquisição de resistência aos 
antibióticos utilizados no seu tratamento esta tem sido alvo de preocupação por parte da 
comunidade médica e investigadores. Por este motivo existe uma necessidade de procura 
de novos compostos com atividade antibacteriana que possam substituir os antibióticos 
atualmente em uso ou atuar em sinergia com os mesmos. A tendência tem sido 
procurar/extrair compostos presentes na natureza e utilizá-los no tratamento de infeções 
bacterianas. 
O medronheiro (Arbutus unedo L.) é um arbusto com distribuição mediterrânica 
cujo fruto (medronho) tem sido essencialmente usado na produção de bebidas destiladas 
(aguardente de medronho). Também as suas folhas têm sido usadas, desde tempos 
antigos, na medicina tradicional e existem estudos que lhe conferem propriedades 
biológicas. Contudo são limitados os estudos que se debruçaram sobre a bioatividade do 
medronho.  
O principal objetivo deste trabalho consistiu em verificar a eficácia de dois 
componentes do extrato do medronho, o ácido gálhico e o ácido ferúlico, e de um 
componente maioritário naturalmente presente no óleo essencial do cravo-da-índia 
(Syzygium aromaticum (L.) Merrill & Perry), o eugenol, contra três estirpes de P. 
aeruginosa. Além disso pretendeu-se estudar a aquisição de respostas de tolerância desta 
bactéria a esses compostos. Os resultados obtidos demonstraram, para os três 
componentes, um efeito inibitório sobre as estirpes bacterianas estudadas. Verificado o 
seu efeito sobre o crescimento bacteriano, submeteu-se a bactéria à exposição contínua e 
sequencial a concentrações sub-letais dos componentes em estudo e avaliou-se o efeito 
desta adaptação sobre o perfil de suscetibilidade aos antibióticos e aos próprios 
componentes observando-se que a exposição repetida da bactéria aos componentes não 
conduziu a nenhum decréscimo na suscetibilidade aos mesmos, o que apoia a hipótese da 
não aquisição de resistência a componentes naturais. Contudo verificou-se a aquisição de 
resistência à ciprofloxacina e à eritromicina, após adaptação ao eugenol e ao ácido 
ferúlico, respetivamente. Avaliou-se também o efeito da adaptação ao eugenol sobre o 
sistema de perceção de quórum, tendo-se observado que a adaptação ao eugenol inibiu a 
síntese de homoserina em P. aeruginosa. Por último, estudou-se o efeito da adaptação ao 
eugenol (1313,6 µg/ml) no potencial de virulência no modelo Galleria mellonella, tendo-
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se observado que a adaptação ao eugenol não conduziu a alterações na mortalidade das 
larvas.  
Com este trabalho conclui-se que o ácido ferúlico e o eugenol são agentes 
antibacterianos eficazes contra P. aeruginosa e que a exposição contínua aos mesmos não 
induz resistência nem aos próprios componentes nem aos outros agentes antimicrobianos 
testados. 
 
Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa, ácido gálhico, ácido ferúlico, eugenol, 
adaptação, perceção de quórum, virulência, Galleria mellonella. 
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Abstract 
 
The Pseudomonas aeruginosa bacterium is responsible for infections associated 
with catheterization of hospitalized patients and also has a high incidence in infections in 
burn injuries. Due to its high capability of acquiring resistance to the antibiotics used in 
its treatment, this has been a big concern for the medical and investigation community. 
For this reason, there is a need for searching new compounds with antibacterial activity 
that may replace the antibiotics currently in use or act in synergy with them. The tendency 
has been to search/extract compounds from the environment and use them in the treatment 
of bacterial infections. 
The strawberry tree (Arbutus unedo L.) is an evergreen shrub native from the 
Mediterranean region whose fruit has been essentially used in the production of alcoholic 
beverages. Its leaves have also been used since old times in the traditional medicine and 
there are studies that grant them biological properties. However, the fruit itself has never 
been studied. 
The main purpose of this research was to verify the efficacy of two major 
components from the fruits’ extract, the gallic and ferulic acids, and another major 
component naturally present in the essential clove (Syzygium aromaticum (L.) Merrill & 
Perry) oil, the eugenol, against three strains of P. aeruginosa. Besides that we aimed to 
evaluate the acquisition of tolerance to these compounds. The results showed an 
inhibitory effect of the three components against the three strains. After verifying its 
effect on bacterial growth, we submitted the bacteria to a continuous and sequential 
exposure to sub lethal concentrations of the components in study and we evaluated the 
effect of this adaptation on the susceptibility profile to the antibiotics and to the 
components themselves. It was observed that the continuous exposure of the bacteria to 
the components did not lead to any decrease in its susceptibility, which supports the 
hypothesis that they do not acquire resistance to natural components. In spite of that, it 
was verified the acquisition of resistance to ciprofloxacin and erythromycin, after 
adapting to eugenol and ferulic acid, respectively. It was also evaluated the effect of the 
adaptation to eugenol in the quorum sensing system, revealing that the homoserine 
synthesis in P. aeruginosa was inhibited. No effect of adaptation to eugenol on the 
virulence potential using the Galleria mellonella was observed.  
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With this research we could conclude that the ferulic acid and eugenol are 
effective antibacterial agents against P. aeruginosa and the continuous exposure to them 
does not induce resistance to the components themselves neither to the majority of the 
antimicrobial agents tested.  
 
Keywords: Pseudomonas aeruginosa, gallic acid, ferulic acid, eugenol, 
adaptation, quorum sensing, virulence, Galleria mellonella. 
 
 
 X 
 
Índice 
 
1. Introdução ................................................................................................................ 1 
1.1. Caracterização de Pseudomonas aeruginosa ................................................. 2 
1.2. Doenças associadas à bactéria P. aeruginosa ................................................. 2 
1.3. A formação de biofilme por P. aeruginosa..................................................... 4 
1.4. O desenvolvimento de resistências aos antibióticos por P. aeruginosa ....... 5 
1.5. O sistema de perceção de quórum de P. aeruginosa ..................................... 8 
1.6. Os fatores de virulência de P. aeruginosa .................................................... 11 
1.7. Modelos animais da infeção por P. aeruginosa ........................................... 11 
1.8. Utilização de compostos naturais no combate a resistências aos antibióticos
 13 
1.8.1. Compostos bioativos de Arbutus unedo .................................................... 14 
1.8.1.1. Propriedades antibacterianas do ácido gálhico ................................... 15 
1.8.1.2. Propriedades antibacterianas do ácido ferúlico .................................. 16 
1.8.2. Propriedades antibacterianas do Eugenol ............................................... 17 
1.9. Objetivos ......................................................................................................... 18 
2. Material e Métodos................................................................................................ 19 
2.1. Equipamentos ................................................................................................. 19 
2.2. Meios de cultura ............................................................................................. 19 
2.3. Material Biológico .......................................................................................... 20 
2.3.1. Componentes do extrato de A. unedo e de óleo essencial de cravinho... 20 
2.3.2. Bactérias ...................................................................................................... 20 
2.4. Determinação dos valores de Concentração Mínima Inibitória e 
Concentração Mínima Bactericida .......................................................................... 21 
2.5. Avaliação do efeito da utilização dos compostos em modo contínuo, na 
suscetibilidade de P. aeruginosa aos antibióticos ................................................... 23 
2.6. Determinação dos perfis de suscetibilidade aos antibióticos...................... 24 
 XI 
 
2.7. Avaliação do efeito da utilização do eugenol no sistema de perceção de 
quórum de Chromobacterium violaceum. ................................................................ 25 
2.8. Avaliação do potencial de virulência de P. aeruginosa após exposição em 
contínuo ao eugenol utilizando o modelo Galleria mellonella. .............................. 28 
3. Resultados e Discussão .......................................................................................... 30 
3.1. Suscetibilidade de P. aeruginosa ao ácido ferúlico, ácido gálhico e ao 
eugenol ....................................................................................................................... 30 
3.2. Suscetibilidade ao eugenol ............................................................................. 35 
3.3. Avaliação da resposta de adaptação ao ácido ferúlico e ao eugenol.......... 37 
3.4. Determinação dos perfis de suscetibilidade aos antibióticos após a 
adaptação ao ácido ferúlico e ao eugenol ................................................................ 40 
3.4.1. Determinação do perfil de suscetibilidade aos antibióticos após adaptação 
ao ácido ferúlico ........................................................................................................ 40 
3.4.2. Determinação do perfil de suscetibilidade aos antibióticos após adaptação 
ao eugenol .................................................................................................................. 42 
3.5. Avaliação do impacto da adaptação ao eugenol no sistema de perceção de 
quórum ....................................................................................................................... 47 
3.5.1. Determinação da atividade antibacteriana do eugenol sobre 
Chromobacterium violaceum CV026 .................................................................... 47 
3.5.2. Avaliação da degradação de C6-HSL pelo eugenol.............................. 48 
3.5.3. Avaliação do efeito do eugenol na síntese de AHL por P. aeruginosa 49 
3.6. Avaliação do impacto da adaptação ao eugenol na virulência de P. 
aeruginosa recorrendo ao modelo Galleria mellonella ....................................... 50 
4. Conclusões .......................................................................................................... 53 
5. Referências Bibliográficas ................................................................................ 56 
 XII 
 
Índice de Figuras 
 
Figura 1.3.1- Representação esquemática de um biofilme de P. aeruginosa com exemplos 
de mecanismos de resistência adaptativa adquiridos durante o crescimento. Adaptado de 
de la Fuente-Núñez et al. 2013. ........................................................................................ 5 
 
Figura 1.5.1 – Representação esquemática do sistema de PQ LuxI/LuxR comum à maioria 
das bactérias Gram negativas. Adaptado de Bassler (1999). ............................................ 9 
 
Figura 1.5.2 – Representação esquemática dos sistemas de PQ Las e Rhl em P. 
aeruginosa. Adaptado de O’Loughlin et al. (2013)........................................................ 10 
 
Figura 1.8.1.1.1 – Estrutura química do ácido gálhico. .................................................. 16 
 
Figura 1.8.1.2.1– Estrutura química do ácido ferúlico ................................................... 17 
 
Figura 1.8.2.1 – Estrutura química do eugenol. .............................................................. 18 
 
Figura 3.1.1- Crescimento de P. aeruginosa DSM 939 na ausência (controlo) e na 
presença de diferentes concentrações (g/mL) de ácido gálhico e do antibiótico 
cloranfenicol (CLO) (30 µg/mL) .................................................................................... 30 
 
Figura 3.1.2 - Crescimento de P. aeruginosa ATCC 27853 na ausência (controlo) e na 
presença de diferentes concentrações (g/mL) de ácido gálhico, do antibiótico 
cloranfenicol (CLO) (30 µg/mL) .................................................................................... 31 
 
Figura 3.1.3 - Crescimento de P. aeruginosa UAlg 114 na ausência (controlo) e na 
presença de diferentes concentrações (g/mL) de ácido gálhico, do antibiótico 
cloranfenicol (CLO) (30 µg/mL)  ................................................................................... 31 
 
Figura 3.1.4- Crescimento de P. aeruginosa DSM 939 na ausência (controlo) e na 
presença de diferentes concentrações (g/mL) de ácido ferúlico, do antibiótico 
cloranfenicol (CLO) (30 µg/mL)  ................................................................................... 33 
 XIII 
 
 
Figura 3.1.5- Crescimento de P. aeruginosa ATCC 27853 na ausência (controlo) e na 
presença de diferentes concentrações (g/mL) de ácido ferúlico, do antibiótico 
cloranfenicol (CLO) (30 µg/mL) .................................................................................... 33 
 
Figura 3.1.6 - Crescimento de P. aeruginosa UAlg 114 na ausência (controlo) e na 
presença de diferentes concentrações (g/mL) de ácido ferúlico, do antibiótico 
cloranfenicol (CLO) (30 µg/mL). ................................................................................... 34 
 
Figura 3.2.1- Crescimento de P. aeruginosa DSM 939 na ausência (controlo) e na 
presença de diferentes concentrações (µg/mL) de eugenol ............................................ 36 
 
Figura 3.2.2 - Crescimento de P. aeruginosa ATCC 27853 na ausência (controlo) e na 
presença de diferentes concentrações (µg/mL) de eugenol ............................................ 36 
 
Figura 3.2.3- Crescimento de P. aeruginosa UAlg 114 na ausência (controlo) e na 
presença de diferentes concentrações (µg/mL) de eugenol ............................................ 37 
 
Figura 3.4.1.1- Colónias de P. aeruginosa DSM 939 e de P. aeruginosa ATCC 27853 
adaptadas ao ácido ferúlico resistentes à ceftriaxona. .................................................... 40 
 
Figura 3.5.1.1- Atividade antibacteriana do eugenol (3.5.1.1.a)) e da catequina 
(3.5.1.1.b)) sobre a bactéria Chromobacterium violaceum CV026 ................................ 47 
 
Figura 3.5.2.1 - Degradação de C6-HSL pelo eugenol ................................................... 48 
 
Figura 3.5.3.1- Avaliação do efeito do eugenol sobre a síntese de AHL por P. aeruginosa.
 ........................................................................................................................................ 49 
 
Figura 3.6.1 - Sobrevivência das larvas inoculadas com as células adaptadas e não 
adaptadas de P. aeruginosa ............................................................................................ 51 
 
Figura 3.6.2 – Melanização em G. mellonella 24 horas após a infeção com as três estirpes 
de P. aeruginosa adaptadas e não adaptadas ao eugenol ............................................... 52
 XIV 
 
Índice de Tabelas 
 
Tabela 1.2-1 Infeções comuns causadas por Pseudomonas e fatores de risco das mesmas. 
Adaptado de Gellatly & Hancock, (2013) ........................................................................ 3 
 
Tabela 1.4-2 - Exemplos de mecanismos de resistência em P. aeruginosa. Adaptado de 
Gellatly & Hancock (2013). ............................................................................................. 7 
 
Tabela 2.3.2-3 - Lista de bactérias utilizadas no presente estudo................................... 21 
 
Tabela 2.6-4 - Critérios de interpretação dos halos de inibição e respetivas CMIs para os 
antibióticos testados (CLSI, 2007). ................................................................................ 25 
 
Tabela 3.3-5- Valores do aumento da densidade celular* na presença das concentrações 
sequenciais do eugenol e ácido ferúlico. ........................................................................ 39 
 
Tabela 3.4.1-6 – Determinação do perfil de suscetibilidade aos antibióticos das culturas 
controlo e adaptadas ao ácido ferúlico de P. aeruginosa. .............................................. 41 
 
Tabela 3.4.2-7 - Determinação do perfil de suscetibilidade aos antibióticos das culturas 
controlo e adaptadas de P. aeruginosa DSM 939 ao eugenol ........................................ 43 
 
Tabela 3.4.2-8- Determinação do perfil de suscetibilidade aos antibióticos das culturas 
controlo e adaptadas de P. aeruginosa ATCC 27853 ao eugenol .................................. 44 
 
Tabela 3.4.2-9- Determinação do perfil de suscetibilidade aos antibióticos das culturas 
controlo e adaptadas de P. aeruginosa UAlg 114 ao eugenol ........................................ 46 
 
 
 
 
 
 
XV 
 
Lista de abreviaturas 
AHL Acil Homoserina Lactona 
BHI Brain Heart Infusion 
CDC  Centers for Disease Control and Prevention 
CIP Ciprofloxacina 
CLO  Cloranfenicol 
CLSI  Clinical and Laboratory Standards Institute 
CMB  Concentração Mínima Bactericida 
CMI  Concentração Mínima Inibitória 
CN Gentamicina 
CRO Ceftriaxona 
DMSO Dimetilsulfóxido 
DNA  Ácido Desoxirribonucleico 
DO  Densidade Ótica 
eDNA DNA extracelular 
E Eritromicina 
ESBL Extended spectrum ß-lactamase 
ERI  Eritromicina 
EUCAST European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing 
FDA  Food and Drug Administration 
I  Intermédio 
IPM Imipenem 
LB Luria-Broth 
LBa Luria-Broth agar 
MDR Multi Drug Resistant 
MH Mueller Hinton 
MHa Mueller Hinton agar 
MOPS Glucose (3-(N-morpholino) ácido propano-sulfónico 
OE  Óleos essenciais 
PBS Tampão fosfato-salino 
PQ Perceção de quórum 
 
 
XVI 
 
R  Resistente 
S  Sensível 
UFC  Unidades formadoras de colónias 
VA  Vancomicina 
XDR Extensively Drug Resistant 
 
1. Introdução 
 
1 
 
1. Introdução 
 
O uso intensivo e inadequado de antibióticos, quer na terapêutica em humanos 
quer no âmbito veterinário, tem conduzido ao desenvolvimento de resistências aos 
agentes antibacterianos o que pode comprometer não só o combate de infeções, bem como 
muitos procedimentos médicos (Lawrence e Jeyakumar 2013). Por esse motivo tem 
aumentado a procura de novas terapias antibacterianas. Em virtude deste panorama, 
várias estratégias têm sido recomendadas para travar o desenvolvimento de resistências, 
nomeadamente a educação do público, a imposição de regras restritas na prescrição de 
antibióticos, o melhoramento de estruturas sanitárias, nova avaliação de antibióticos 
antigos e ou rejeitados, bem como proibir a utilização de antibióticos para fins não 
terapêuticos, como seja para fins agronómicos e na alimentação de gado, e ainda o 
desenvolvimento de outras abordagens que possam ajudar a prevenir e até mesmo 
complementar ou substituir as terapias já existentes em risco de ineficácia (Bush et al. 
2011; Carlet et al. 2012; Edwards-Jones 2013). A procura de compostos bioativos de 
natureza vegetal para combater as multiresistências tem vindo a crescer (Edwards-Jones 
2013; M. L. Faleiro e Miguel 2013). Este tipo de compostos traz benefícios óbvios, por 
um lado são de fácil acesso, por outro lado não são sintéticos e podem inclusivamente 
apresentar valor nutricional (nutracêuticos), como é o exemplo do mel e produtos 
derivados (Brudzynski 2006; Miguel et al. 2013). Entre os agentes naturais bioativos que 
têm sido objeto de estudo podemos destacar as enzimas antimicrobianas, os óleos 
essenciais e compostos fenólicos naturais, as bacteriocinas e a utilização de bacteriofagos 
(Abedon et al. 2011; Apolónio et al. 2014; Jeppsson et al. 2011; Marinelli et al. 2012; Sun 
et al. 2014).  
As bactérias Gram negativas são alvo de especial preocupação pois são as que 
demonstram maior resistência a antibióticos de diferentes classes e são também as 
responsáveis por um grande número de infeções no ser humano (Fadli et al. 2014). 
Exemplo disso são as infeções causadas pela bactéria Pseudomonas aeruginosa cujo 
tratamento pode ser limitado acabando por se tornar em infeções crónicas (Gómez e 
Prince 2007; Wagner e Iglewski 2008). As infeções causadas por esta bactéria têm uma 
maior incidência a nível hospitalar em doentes imunocomprometidos (Breidenstein et al. 
2011; Gellatly & Hancock 2013; Mena & Gerba 2009; Pearson et al. 2000). A crescente 
incidência deste tipo de infeções assim como a crescente gravidade das mesmas tem sido 
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alvo de preocupação por parte da comunidade médica e de investigadores (LaBauve e 
Wargo 2012; Nathwani et al. 2014). 
Seguidamente são descritas as principais características da bactéria P. aeruginosa. 
 
1.1. Caracterização de Pseudomonas aeruginosa  
 
A bactéria Pseudomonas aeruginosa é um bacilo aeróbio Gram negativo, úbiquo 
causador de infeções oportunistas em humanos e com especial relevância em infeções 
hospitalares (Gellatly e Hancock 2013). Taxonomicamente pertence ao domínio Bacteria, 
filo Proteobacteria, classe Gammaproteobacteria, ordem Pseudomonadales, família 
Pseudomonadaceae, género Pseudomonas e espécie P. aeruginosa (Haynes & Burkholder 
1957). O seu comprimento varia entre 1,5 e 5 µm e a largura varia entre 0,5 e 1µm. Este 
bacilo tem um flagelo polar que lhe confere mobilidade em superfícies líquidas.  
A bactéria P. aeruginosa consegue sobreviver a temperaturas entre os 4ºC e os 
42ºC, sendo 37ºC a temperatura ótima de crescimento. As culturas de P. aeruginosa têm 
o seu crescimento ótimo em condições aeróbias mas também possuem a capacidade de 
crescer em anaerobiose desde que exista uma fonte de carbono e um suplemento de nitrato 
(LaBauve & Wargo 2012). Em condições aeróbias, esta bactéria pode ser cultivada numa 
grande variedade de meios desde os mais pobres, como MOPS Glucose [3-(N-
Morpholino) ácido propano-sulfonico], até aos meios mais ricos, como o meio Luria 
Broth (LB). Por outro lado, o meio Mueller Hinton (MH) tem sido o meio standard usado 
na técnica de difusão em agar para determinação da suscetibilidade (EUCAST 2015). 
 
1.2. Doenças associadas à bactéria P. aeruginosa 
 
Spencer (1996) classificou P. aeruginosa como a segunda bactéria patogénica 
mais frequente a nível europeu e segundo Kanj et al. (2012) é o quinto agente patogénico 
mais frequente a nível mundial. Esta bactéria patogénica está associada a infeções 
adquiridas por pacientes com suporte ventilatório ou cateterizados sendo causadora de 
infeções do aparelho respiratório (responsável por 30% das pneumonias), urinário 
(responsável por 19% das infeções), em casos de queimaduras e em pacientes com fibrose 
cística podendo ser fatal (Bodey & Bolivar 1983; Folkesson et al. 2012; Fricks-Lima et 
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al. 2011; Micek et al. 2015). Contudo, P. aeruginosa não surge exclusivamente em 
ambientes hospitalares e em indivíduos imunocomprometidos. Estima-se que seja 
responsável por 7% das pneumonias comunitárias (Lister et al. 2009), 90% das 
endocardites em toxicodependentes que consomem drogas por via intravenosa (Kanj & 
Sexton 2012; Mena & Gerba 2009) e 70% das otites e foliculites adquiridas na utilização 
de equipamentos recreativos balneares (Kerr e Snelling 2009; Mena e Gerba 2009). Tem 
sido associada a queratites em utilizadores de lentes de contacto e de periodontites 
(Barbosa et al. 2001; Fleiszig e Evans 2014; Robertson et al. 2011). Segundo Lister et al. 
(2009), a incidência de P. aeruginosa a nível europeu é equiparável à sua incidência nos 
EUA. Esta bactéria está associada a 21% das pneumonias, 13% das infeções oculares e 
otorrinolaringológicas, 10% das infeções urinárias e 3% das septicémias ocorridas nas 
unidades de cuidados intensivos dos EUA. 
O facto de P. aeruginosa ter a capacidade de infetar zonas distintas do corpo 
humano (ver Tabela 1.2-1) pode estar ligada à sua elevada versatilidade e flexibilidade 
metabólica que lhe conferem a capacidade de colonizar e crescer nos mais variados 
ambientes. Esta flexibilidade torna-a única entre os patogénicos humanos conseguindo 
infetar uma grande variedade de hospedeiros (desde animais de grande porte até insetos 
e plantas) (Hardalo e Edberg 1997; LaBauve e Wargo 2012; Liu 1974). 
 
Tabela 1.2-1 Infeções comuns causadas por Pseudomonas e fatores de risco das mesmas. 
Adaptado de Gellatly & Hancock, (2013) 
Infeção Principais fatores de risco 
Tecidos moles Queimaduras, ferimentos não cicatrizados, pós cirurgia 
Trato urinário Uso de cateteres  
Bacteremia Imunocomprometimento 
Pé diabético Diabetes, circulação microvascular debilitada 
Trato 
respiratório/pneumonia 
Idade avançada, doença pulmonar crónica obstrutiva, 
fibrose cística, ventilação mecânica 
Otite externa Ferimento do tecido, bloqueio da água no canal do 
ouvido 
Queratites (infeção da 
córnea) 
Uso prolongado de lentes de contato, contaminação da 
solução de lentes de contato 
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Otite por meio da 
foliculite 
Má manutenção e limpeza de jacuzzis 
 
1.3. A formação de biofilme por P. aeruginosa 
 
Uma das características de P. aeruginosa, além da sua ubiquidade, é a sua grande 
capacidade de crescer em agregados e comunidades sésseis (biofilmes) colonizando, quer 
equipamentos médicos quer tecidos celulares. A colonização de biomateriais implantados 
também já foi descrita e é motivo de preocupação (Carmen et al. 2005; Stewart e 
Costerton 2001). Os biofilmes consistem em agregados densos de células bacterianas que, 
devido a alterações ambientais, passaram do estado planctónico para células sésseis 
(aderentes). Após a adesão a uma superfície ocorre a multiplicação das células bacterianas 
e estas iniciam a produção de uma matriz de exopolissacárideos que as envolve. As 
camadas mais externas do biofilme são as que se encontram mais expostas aos 
antibióticos, assim como às defesas do sistema imunitário do próprio hospedeiro. Portanto 
existe uma proteção das células bacterianas mais internas o que contribui para o aumento 
da patogenicidade e desenvolvimento de infeções crónicas (Hoiby et al. 2010; Jesaitis et 
al. 2003). Estas células bacterianas mais internas, que crescem e proliferam sem serem 
afetadas por agentes externos, podem por vezes adquirir mutações que lhes conferem 
resistência aos antibióticos (Fonseca et al. 2007; Harmsen et al. 2010) (ver Figura 1.3.1). 
Estas mutações podem ser acumuladas surgindo isolados resistentes a múltiplas classes 
de antibióticos (MDR de Multi Drug Resistant) (Pereira et al. 2015). Pereira et al. (2015) 
seguiram o perfil de resistência de isolados de P. aeruginosa num hospital central 
português e verificaram que 39,9 % dos isolados tinham características MDR e 2,9% 
tinham características XDR (Extensively Drug Resistant). Outro dado muito preocupante 
é a tendência futura para uma diminuição dos isolados MDR e um aumento dos isolados 
XDR, não havendo nenhuma terapêutica disponível neste momento para estes últimos 
(Pereira et al. 2015). 
À medida que o biofilme atinge a sua maturação inicia-se uma fase dispersiva, ou 
seja, existem células bacterianas com capacidade de se alternarem entre a fase séssil para 
uma fase planctónica desconectando-se do biofilme e dispersando pelo ambiente. Esta 
fase de dispersão permite a aderência de células bacterianas a novas superfícies 
recomeçando o ciclo de formação de biofilme (Gellatly e Hancock 2013; McDougald et 
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al. 2011). Assumindo que algumas dessas células bacterianas dispersivas adquiriram 
algum tipo de resistência antimicrobiana, enquanto viviam em biofilme, qualquer célula 
bacteriana que derive destas terá também o mesmo tipo de resistência dando origem a 
colónias resistentes.  
A formação de biofilme é um processo rápido e muito eficiente de tal modo que 
evita a morte de uma população bacteriana perante um fator ambiental externo adverso 
(de la Fuente-Núñez et al. 2013). Este modo de vida confere maior capacidade de 
sobrevivência face a fatores ambientais extremos sendo também importante no 
estabelecimento de infeções (de la Fuente-Núñez et al. 2013; Gellatly & Hancock 2013) 
e está relacionado com a persistência da bactéria em infeções crónicas (Aaron et al. 2002; 
de la Fuente-Núñez et al. 2013; Jesaitis et al. 2003; Stewart & Costerton 2001). Devido à 
elevada dificuldade no tratamento destas infeções, a remoção do tecido infetado ou do 
próprio implante tem sido a solução adotada até aos dias de hoje (Hoiby et al. 2010).  
 
 
Figura 1.3.1- Representação esquemática de um biofilme de P. aeruginosa com exemplos de 
mecanismos de resistência adaptativa adquiridos durante o crescimento. Abreviaturas: QS – 
Quorum-sensing (perceção de quórum); eDNA – DNA extracelular. Adaptado de de la Fuente-
Núñez et al. 2013. 
 
1.4. O desenvolvimento de resistências aos antibióticos por P. aeruginosa 
 
A bactéria P. aeruginosa pode, por vezes, adquirir resistência a um antibiótico 
durante o próprio tratamento o que vem dificultar o controlo da infeção. É importante 
considerar ainda a contínua pressão seletiva a que esta bactéria (entre outras) está sujeita, 
em ambiente hospitalar, promovendo o desenvolvimento de resistências, quer seja por 
aquisição de mutações ou pela transferência horizontal de genes (Agents et al. 2001; 
Gellatly e Hancock 2013). Existem três tipos de resistências descritas em bactérias: as 
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intrínsecas, que são codificadas pelo cromossoma bacteriano; as adquiridas, que resultam 
da transferência genética ou de mutações; e as adaptativas, que surgem perante fatores 
ambientais externos adversos causando uma mudança na expressão de genes (Gellatly e 
Hancock 2013) (Tabela 1.4-2). Estes três tipos de resistência já foram todos descritos em 
P. aeruginosa e por vezes ocorrem em simultâneo no mesmo isolado (Gellatly e Hancock 
2013). A baixa permeabilidade da membrana externa (devido à perda das proteínas 
purinas OprD), a expressão constitutiva de bombas de efluxo membranares (Mex) e a 
produção de enzimas de degradação de antibióticos (ex.: ß-lactamase) são exemplos de 
resistências intrínsecas (Soto 2013; Strateva & Yordanov 2009) (Figura 1 e Tabela 2). 
Por vezes pode ocorrer a transferência de resistência a um ou mais antibióticos entre 
diferentes bactérias. Esta transferência pode ser feita por conjugação, transformação ou 
transdução através da transmissão de plasmídeos ou transposões que conferem resistência 
à bactéria recetora. Este tipo de resistência insere-se no grupo das resistências adquiridas 
de onde também fazem parte as mutações. Exemplo disso são as mutações ao nível da 
DNA girase que levam uma redução da afinidade de ligação da enzima com as 
fluoroquinolonas tornando as bactérias possuidoras desta mutação resistentes a 
antibióticos desta classe (Breidenstein, de la Fuente-Núñez, e Hancock 2011; Schweizer 
2003). Também as mutações num gene regulador podem conduzir à desregulação de um 
mecanismo de resistência pré-existente (intrínseco), como por exemplo uma mutação ao 
nível do gene mexZ. O gene mexZ em condições normais reprime a expressão do gene 
mexXY, portanto uma mutação ao nível do gene mexZ terá como consequência a sobre 
expressão da bomba de efluxo MexXY promovendo o efluxo de antibióticos ß-
lactâmicos, entre outros (Matsuo et al. 2004). Além das resistências intrínsecas e das 
adquiridas podem ainda ocorrer resistências adaptativas como consequência da exposição 
a condições de stress (ex.: exposição a concentrações de antibiótico sub-inibitórias) ou 
como consequência de diferentes fases de crescimento bacteriano (ex. células em fase 
estacionária e células em biofilme) (Gellatly e Hancock 2013). Estes fatores conduzem a 
alterações na expressão genética sendo exemplo disso a resistência a péptidos catiónicos 
antimicrobianos. Quando a bactéria se encontra sob certas condições de stress uma 
variedade de cinases regula positivamente a expressão do operão arnBCADTEF-ugd pelo 
que ocorre síntese e adição de aminoarabinose ao lípido A. Esta alteração na expressão 
genética tem como consequência a diminuição da interação destes péptidos 
antimicrobianos com a membrana externa através da redução da carga negativa dos 
lipopolissacarídeos (McPhee et al. 2003; McPhee et al. 2006) (ver Tabela 1.4-2).   
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Todos os mecanismos de resistência acima descritos conferem à bactéria P. 
aeruginosa um perfil de resistência a várias classes de antibióticos. Atualmente os 
antibióticos da classe dos ß-lactâmicos, aminoglicosídeos e fluoroquinolonas são os mais 
prescritos no tratamento de infeções por P. aeruginosa, no entanto esta bactéria 
desenvolveu alguns sistemas de resistência aos mesmos (já descritos anteriormente) 
(Tabela 1.4-2). 
 
Tabela 1.4-2 - Exemplos de mecanismos de resistência em P. aeruginosa. Legenda: Mex- bombas 
de efluxo; Opr- proteínas que formam canais de porinas na membrana externa; ESBL – extended 
spectrum ß-lactamase. Adaptado de Gellatly & Hancock (2013). 
Mecanismo Tipo de 
resistência 
Exemplo (s) 
Bombas de efluxo Intrínseca MexAB-OprM, MexCD-OprJ,  
MexEF-OprN, MexXY-OprM 
(cefalosporinas, carbapenemes, 
aminoglicosídeos, quinolonas) 
Impermeabilidade da 
membrana externa 
Intrínseca OprF, OprD, OprB (carbapenemes, 
aminoglicosídeos, quinolonas) 
ß-lactamases Intrínseca AmpC (penicilinas) 
Mutações 
direcionadas 
Adquirida DNA girase, DNA topoisomerase 
(quinolonas) 
MexZ (quinolonas, cefapimes, 
aminoglicosídeos) 
Transferência 
horizontal 
Adquirida Metalo-ß-lactamases, ESBLs 
(penicilinas, cefalosporinas, 
carbapenemes) 
Alterações 
membranares 
Adaptativa Modificação do lípido A 
(aminoglicosídeos, polimixinas) 
Regulação positiva AmpC (penicilinas) 
 
Tendo em conta todos estes fatores preocupantes, torna-se importante e necessária 
a procura de novos compostos que apresentem atividade biológica e que possam ser 
usados, quer como complementos da antibioterapia quer isoladamente, no controlo do 
crescimento e da virulência bacteriana.  
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1.5. O sistema de perceção de quórum de P. aeruginosa 
 
O perfil invasivo e persistente de P. aeruginosa está ligado à sua elevada 
capacidade de adaptação permitindo a colonização rápida de diferentes ambientes. P. 
aeruginosa desenvolveu uma complexa rede de sinalização regulatória que deteta e reage 
a moléculas endógenas e extracelulares dependendo da densidade populacional que 
desencadeiam alterações ao nível da expressão genética. Este sistema é denominado de 
perceção de quórum (PQ). A molécula N-Acil Homoserina Lactona (AHL) (autoindutor) 
foi das primeiras moléculas de sinal a serem identificadas e têm sido também as mais 
estudadas (Nadal Jimenez et al. 2012). Deste modo as AHLs são moléculas sinal 
utilizadas como forma de comunicação célula a célula pelas bactérias Gram negativas. 
Depois de sintetizadas são libertadas para o meio extracelular onde são reconhecidas por 
recetores de outras bactérias da mesma espécie/estirpe. Estas moléculas são sintetizadas 
por proteínas da família LuxI e são reconhecidas por reguladores de transcrição da família 
LuxR (Figura 1.5.1). Quando é atingido um limite de concentração de AHLs 
(correlacionado com a densidade populacional) estas moléculas formam um complexo 
com o regulador transcricional LuxR permitindo a ligação ao DNA o que conduz a 
alterações na expressão de múltiplos genes de virulência entre outros (Bassler 1999; 
Hentzer et al. 2003; Smith et al. 2002). O aumento da densidade populacional é 
acompanhado por um aumento da concentração de AHLs sendo uma forma de 
monitorização da densidade populacional (Figura 1.5.1). Por este motivo estas moléculas 
sinal têm um papel importante na diferenciação do biofilme e na expressão de fatores de 
virulência, processos estes relacionados com a densidade populacional (Jakobsen et al. 
2013; Norizan et al. 2013; Smith et al. 2002).  
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Figura 1.5.1 – Representação esquemática do sistema de PQ LuxI/LuxR comum à maioria das 
bactérias Gram negativas. Adaptado de Bassler (1999). 
 
P. aeruginosa tem dois sistemas de AHLs bem estudados, o sistema Las e o 
sistema Rhl (ver Figura 1.5.2). O sistema Las produz, através da sintetase LasI, e 
responde, através do recetor LasR, ao auto-indutor N-3-oxo-dodecanoil homoserina 
lactona (3-oxo-C12-HSL). Este sistema controla a produção de múltiplos fatores de 
virulência (ex.: elastases LasA e LasB, exotoxina A e protease alcalina) envolvidos em 
infeções agudas e em danos nas células hospedeiras. O sistema Rhl produz, através da 
sintetase RhlI, e responde, através do recetor RhlR, ao auto-indutor N-butanoil 
homoserina lactona (C4-HSL). Este sistema induz a expressão de genes responsáveis pela 
produção de ramnolípidos e reprime a expressão de genes responsáveis pela função do 
sistema de secreção tipo III (T3SS). Este sistema de secreção permite a libertação de 
proteínas tóxicas para o citoplasma de células eucariotas sendo determinante na virulência 
de infeções em humanos. Existe uma relação hierárquica entre o sistema Las e o sistema 
Rhl sendo o complexo 3-oxo-C12-HSL—LasR o que regula positivamente a transcrição 
de rhlR pelo que quando o sistema Las é ativado irá ativar posteriormente o sistema Rhl. 
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Figura 1.5.2 – Representação esquemática dos sistemas de PQ Las e Rhl em P. aeruginosa. 
Adaptado de O’Loughlin et al. (2013). 
 
O papel destes dois sistemas no perfil de virulência de P. aeruginosa já foi descrito 
em estudo anteriores (Jimenez et al. 2012; Pearson et al. 2000; Zhu et al. 2015). Estudos 
realizados em ratinhos revelaram que quer a deleção das sintetases de AHLs, quer os seus 
recetores conduziu a uma diminuição da gravidade da infeção (Pearson et al. 2000; Smith 
et al. 2002). Smith et al. (2002) verificaram ainda que os sistemas de PQ de P. aeruginosa 
têm um papel na sua patogénese não só através da regulação da expressão de fatores de 
virulência (exoenzimas e toxinas), mas também através da indução da inflamação que 
ocorre através das interações entre as AHLs e as células eucariotas. 
O modo como o sistema de PQ atua sobre a formação de biofilme ainda não é 
claro. Davies (1998) testou a estirpe de P. aeruginosa PAO1 mutante em lasI e verificou 
que o biofilme formado por esta tinha uma estrutura distinta quando comparado com o 
biofilme formado pela estirpe selvagem. Noutro estudo Shrout et al. (2006) estabeleceram 
uma relação entre as condições nutricionais e o sistema de perceção de quórum avançando 
com a hipótese de que as condições ambientais podem ditar quando o sistema é 
importante no desenvolvimento de biofilme. Segundo este estudo, os sistemas de PQ 
mostraram-se necessários à formação de biofilme em alguns meios de cultura 
suplementados com diferentes fontes de carbono (ex.: sucinato), mas não em outros (ex.: 
glucose ou glutamato). Estes dados justificam de certa forma a incoerência de resultados 
obtidos ao longo dos anos com as diferentes condições de cultura utilizadas entre estudos 
assim como diferentes condições ambientais. 
Este meio de comunicação bacteriano controla “comportamentos sociais” 
bacterianos tais como o crescimento, a virulência e a capacidade de aderência/formação 
de biofilme (direta ou indiretamente). Qualquer interferência ao nível do sistema de PQ 
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irá afetar diretamente os processos dele dependentes num efeito em cascata. É nesse 
sentido que a busca de novos compostos antibacterianos tem sido direcionada, ou seja, 
para compostos que atuem ao nível do processo chave, o sistema de perceção de quórum. 
 
1.6. Os fatores de virulência de P. aeruginosa 
 
Dependendo das condições de crescimento estima-se que entre 4 a 6% do total de 
genes de P. aeruginosa sejam controlados por PQ (Schuster et al. 2003). Dentro desta 
percentagem incluem-se genes que codificam fatores de virulência tais como proteases, 
elastases, exoenzimas, sideroforos (ex.:piocianina) e ramnolípidos (Jakobsen et al. 2013). 
As proteases são enzimas conhecidas por degradar imunoglobulinas e fibrina em infeções 
oculares e casos de septicemia, mas também por danificar outros tecidos, como no caso 
de infeções respiratórias (Gellatly e Hancock 2013). LasA e LasB são dois exemplos de 
elastases reguladas pelo sistema de perceção de quórum Las que digerem elastina (uma 
proteína fibrosa). Dentro das exoenzimas é possível destacar as lipases e fosfolipases que 
quebram lípidos e fosfolípidos superficiais nas membranas celulares do hospedeiro 
(Gellatly e Hancock 2013). Os sideróforos são outro fator de virulência produzido por P. 
aeruginosa de onde se destacam a piocianina. A piocianina é um pigmento azul-
esverdeado conhecido por causar stress oxidativo nas células hospedeiras por meio da 
interrupção da produção de catalase e do transporte de eletrões mitocondrial (Lau et al. 
2004). Os ramnolípidos são um outro fator de virulência produzido por P. aeruginosa que 
têm como função lisar neutrófilos, macrófagos e diferentes células animais estando 
também envolvidos na mobilidade da bactéria (Jakobsen et al. 2013). 
 
1.7. Modelos animais da infeção por P. aeruginosa 
 
O corpo humano, o sistema imunitário e as interações com as bactérias invasoras 
são sistemas de uma elevada complexidade tornando o uso de modelos animais necessário 
à compreensão da patogénese e da interação dos compostos bioativos com a bactéria e 
com o ser humano e o seu sistema imunitário. Contudo, o uso de animais em testes in vivo 
deve ser bem justificado e a ética subjacente a este tipo de práticas tem sido alvo de debate 
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durante anos. Estes modelos animais são essenciais como forma de validação da eficácia 
de compostos antimicrobianos. 
O ratinho tem sido o modelo animal mais usado em estudos in vivo devido a uma 
variedade de fatores favoráveis (Van Heeckeren et al. 1997; Hentzer et al. 2003; Pearson 
et al. 2000; Stieritz & Holder 1975). O facto de serem suscetíveis a uma gama de infeções 
microbianas semelhante aos humanos e de possuírem um sistema imunitário que 
mimetiza o do ser humano torna-os no principal modelo animal experimental no estudo 
de mecanismos de infeção e de imunidade (Buer e Balling 2003). Pavlovskis & Wretlind 
(1979) utilizaram ratinhos como modelo experimental no estudo de infeções crónicas e 
agudas causadas por P. aeruginosa em queimaduras. No entanto, o uso do ratinho 
apresenta aspetos polémicos, pois surgem questões do âmbito ético, bem como questões 
económicas, pois requerem a existência de infraestruturas e de fundos significativos 
(Ramarao et al. 2012).  
Mais recentemente, Zhu et al. (2015) utilizou o nemátodo Caenorhabditis elegans 
como modelo para testar os efeitos do bloqueio do fator de virulência LasB de P. 
aeruginosa. Atualmente, não existe nenhum modelo animal ideal, sendo necessário 
compreender as vantagens e desvantagens de cada modelo disponível para selecionar o 
mais adequado ao tipo de estudo que se pretende realizar (Ramarao et al. 2012).  
O modelo da larva da cera (Galleria mellonella) tem sido recentemente explorado 
no estudo de interações entre o agente patogénico e o hospedeiro, incluindo P. 
aeruginosa, (Apolónio et al. 2014; Giannouli et al. 2014; Hill et al. 2014). Esta larva 
possui um sistema circulatório e uma complexa resposta do sistema imunitário inato, 
mimetizando a resposta do sistema imunitário humano. Esta é uma particularidade muito 
importante em estudos farmacocinéticos, pois um fármaco não pode ser comercializado 
se este representar toxicidade para o ser humano (Aperis et al. 2007; Jander et al. 2000; 
Mylonakis et al. 2005; Peleg et al. 2009). Além disso, é um ser vivo simples, fácil de 
manusear e de manter em laboratório (o que o torna economicamente viável) e que não 
levanta questões éticas, tornando-o ideal para estudos de patogenicidade iniciais in vivo 
(Hill et al. 2014). Estas larvas são injetadas diretamente com o inóculo reduzindo o erro 
técnico e havendo um maior controlo da dose de inóculo a que a larva é sujeita. 
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1.8. Utilização de compostos naturais no combate a resistências aos antibióticos 
 
Um dos aspetos que atualmente desperta a atenção dos investigadores é a 
possibilidade de os compostos naturais contribuírem para o desenvolvimento de 
resistência aos agentes antimicrobianos, em especial se utilizados de modo continuado 
(Hammer et al. 2012; Apolónio et al. 2014). Apolónio et al. (2014) avaliou o efeito da 
adaptação de Staphylococcus aureus e de Listeria monocytogenes ao eugenol e ao citral 
obtendo resultados bastante promissores. Estes dois compostos constituintes de OE 
revelaram ser muito eficazes na inibição da formação de biofilme assim como tiveram 
um efeito sobre o potencial de virulência das duas espécies bacterianas em estudo. Este 
tipo de resultados apoia o potencial que os compostos bioativos podem constituir, seja 
como alternativa ou como complemento à antibioterapia, e justifica o investimento em 
estudos nesse sentido. 
Os compostos bioativos podem ser metabolitos primários ou metabolitos 
secundários. Nos metabolitos secundários presentes nas plantas incluem-se os compostos 
fenólicos, terpenoides, alcalóides, entre outros. Estes podem atuar a concentrações sub-
inibitórias do crescimento bacteriano, afetando a capacidade de aderência e de virulência 
das bactérias patogénicas, o que contribui para uma redução da pressão ambiental sobre 
os microrganismos dificultando o desenvolvimento de resistências ao mesmo tempo que 
afetam as suas principais características (Apolónio et al. 2014). O principal objetivo tem 
sido incluir estes compostos em filmes biodegradáveis como proteção dos alimentos 
(Antunes et al. 2012), existindo já estudos nesse sentido que utilizam o ácido gálhico em 
filmes de quitosano (Sun et al. 2014) e o ácido ferúlico como composto de conservação 
de saladas e salmão fumado para prevenir contaminações por L. monocytogenes 
(Takahashi et al. 2015). Teixeira et al. 2014 sugere ainda o reaproveitamento de resíduos 
alimentares, mais concretamente de resíduos da produção de vinhos, devido às suas 
propriedades antibacterianas provavelmente devido ao seu elevado teor em polifenóis. 
Também o extrato de chá verde, por ter uma composição rica em polifenóis, mostrou ter 
poder inibitório no crescimento da estirpe P. aeruginosa ATCC 27853 com uma 
concentração mínima inibitória (CMI) de 800 µg/ml e um halo de inibição de 17,550 ± 
0,3939 mm. A atividade de 16 µg de chá verde foi até comparável à atividade de 10 µg 
de gentamicina comercial. Além disso, o chá verde revelou ter também um efeito 
sinergístico quando utilizado juntamente com antibióticos ß-lactâmicos contra estirpes 
MRSA (Radji et al. 2013). A atividade do extrato de chá verde foi justificada devido ao 
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seu efeito anti-aderência (inibiu a aderência de bactérias à membrana celular do 
hospedeiro) e por ter afetado a atividade da enzima dihidrofolato reductase, enzima 
necessária à síntese de purina e pirimidina. Extratos de folhas de oliveira também 
revelaram ter efeito inibitório sobre o crescimento de bactérias Gram positivas (Bacillus 
cereus, B. subtilis, S.s aureus), Gram negativas (Escherichia coli, P. aeruginosa e 
Klebsiella pneumoniae) e de fungos (Candida albicans e Cryptococcus neoformans) 
(Pereira et al. 2007). A inibição do crescimento destes microrganismos foi dependente da 
concentração do extrato e da sua composição em fenóis (Pereira et al. 2007). Existem 
ainda alguns compostos que já foram identificados como bloqueadores da perceção de 
quórum, tais como algumas furanonas sintéticas (C-30 e C-56) (Hentzer et al. 2003), a 
iberina extraída do rábano (Jakobsen et al. 2012) e ajoeno extraído do alho (Allium 
sativum) (Jakobsen et al. 2012). 
Estudos como estes demonstram a enorme diversidade de fontes de compostos 
naturais com possível bioatividade. A fácil acessibilidade a estes compostos aliada ao fato 
de serem biologicamente ativos e ao mesmo tempo alguns deles terem valor nutricional 
(nutracêuticos) torna-os compostos de elevado interesse científico e económico. 
 
1.8.1. Compostos bioativos de Arbutus unedo  
 
Vários estudos indicam que o medronheiro (Arbutus unedo) tem um grande 
potencial como fonte de compostos com atividade biológica (Miguel et al. 2014; Malheiro 
et al. 2012). Esta árvore frutífera tem sido utilizada na medicina popular (folhas e frutos) 
assim como no fabrico de bebidas alcoólicas (fruto) mas tem sido usada muito raramente 
na alimentação (Miguel et al. 2014). A grande maioria dos trabalhos científicos até hoje 
publicados, que se debruçaram sobre este assunto centrou-se no uso de extratos de folhas 
de medronheiro (Andrade et al. 2009; Malheiro et al. 2012) ignorando o potencial do 
medronho (fruto). Relativamente ao medronho já foi demonstrado que este tem atividade 
antioxidante (Andrade et al. 2009; Fortalezas et al. 2010; Heinonen 2007; Malheiro et al. 
2012; Ruiz-Rodríguez et al. 2014) e alguns resultados preliminares sugerem que tem 
também atividade antimicrobiana (Fortalezas et al. 2010). Esta atividade antimicrobiana 
pode dever-se ao seu perfil químico que é constituído por uma percentagem considerável 
de compostos fenólicos (Fortalezas et al. 2010; Miguel et al. 2014). 
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Os compostos fenólicos são metabolitos secundários produzidos por plantas 
superiores e que em alguns casos já foram comprovadas as suas capacidades terapêuticas 
no ser humano tais como: antioxidantes, antialérgicos, anti-inflamatórios, 
anticancerígenos, anti-hipertensivos, antivirais e antifúngicos (Daglia 2012; Fortalezas et 
al. 2010; Heinonen 2007; Manach et al. 2004; Szajdek e Borowska 2008).  
 
1.8.1.1. Propriedades antibacterianas do ácido gálhico 
 
 O ácido gálhico (Fig. 1.8.1.1.1) tem sido referido como o composto fenólico 
maioritário em tratos de medronho, embora o ácido ferúlico também seja encontrado 
numa percentagem considerável (Miguel et al. 2014; Ruiz-Rodríguez et al. 2014). 
Estudos anteriores referem que estes dois ácidos fenólicos inibem ou diminuem a 
formação de biofilme em várias bactérias patogénicas tais como P. aeruginosa, S. aureus 
e L. monocytogenes (Borges et al. 2012). O ácido gálhico já é atualmente utilizado como 
antifúngico (Nohynek et al. 2006). É um fitoquímico bioativo presente na dieta humana, 
pelo que é considerado seguro. Em estudos anteriores demonstrou ter atividade 
antimicrobiana contra Salmonella Typhimurium, E. coli, S. aureus e Campylobacter 
jejuni (Sarjit et al. 2015). Um dos possíveis mecanismos de ação que tem sido descrito 
centra-se na lipofilidade dos compostos fenólicos e que devido a essa característica estes 
compostos têm a capacidade de abrir canais de efluxo na membrana bacteriana (Borges 
et al. 2013; Campos et al. 2009). Mais recentemente, Sarjit et al. (2015) verificou que o 
efeito bactericida do ácido gálhico não era resultado da perda de conteúdo celular ou de 
mudanças morfológicas da membrana, mas sim de uma perda de iões cálcio que 
consequentemente provocou a degradação do DNA causando danos celulares ou até 
mesmo morte celular em Campylobacter coli. No mesmo estudo foi ainda verificado que 
o ácido gálhico tem atividade bacteriostática contra estirpes de C. jejuni e C. coli. 
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Figura 1.8.1.1.1 – Estrutura química do ácido gálhico. 
 
1.8.1.2. Propriedades antibacterianas do ácido ferúlico 
 
O ácido ferúlico (Fig. 1.8.1.2.1) pertence à família dos ácidos fenólicos e deriva 
do ácido cafeico. É um composto muito abundante em frutos e vegetais e um dos 
componentes maioritários de algumas plantas utilizadas na medicina chinesa (Ou e Kwok 
2004). Vários estudos referem o ácido ferúlico como um composto bioativo destacando 
a sua atividade como antioxidante, anticancerígeno, antifúngico, anti-inflamatório e 
antiviral (Ou e Kwok 2004; Mancuso e Santangelo 2014; Daglia 2012). Segundo os 
resultados obtidos por Takahashi et al. (2015), o ácido ferúlico tem atividade 
antibacteriana muito forte sobre L. monocytogenes, inibindo o seu crescimento com um 
risco mínimo de desenvolvimento de resistências ao composto. 
Uma das hipóteses apresentadas por Campos et al. (2009) como possível 
mecanismo de ação do ácido ferúlico é a sua ação inibitória do crescimento bacteriano, 
primeiro através da promoção do influxo de protões para o meio intracelular, e depois 
através do efluxo de iões potássio para o meio extracelular. Por outro lado, Borges et al. 
(2013) apresentaram uma outra alternativa para o modo de ação deste composto. 
Segundos estes autores, o ácido ferúlico, por ser um composto electrofílico, tem a 
capacidade de interagir com a superfície membranar bacteriana de modo a aumentar a 
solubilidade lipídica e dessa forma transpor a camada lipídica bacteriana atuando sobre 
os constituintes citoplasmáticos.  
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Figura 1.8.1.2.1– Estrutura química do ácido ferúlico.  
 
1.8.2. Propriedades antibacterianas do Eugenol 
 
O eugenol (4-alil-2-metoxifenol) (Fig. 1.8.2.1) é um fenilpropanoide com 
atividade antimicrobiana comprovada (Apolónio et al. 2014; Ali et al. 2005; Gill e Holley 
2004; Walsh et al. 2003). À exceção dos trabalhos desenvolvidos por Apolónio et al. 
(2014), foram raros os que tiveram em consideração o possível efeito que a exposição 
prolongada a este composto pode ter em bactérias patogénicas como S. aureus e L. 
monocytogenes.  
 Este fenilpropanoide pode ser extraído do cravo-da-índia (Walsh et al. 2003) e 
tem sido utilizado como analgésico, anestésico local, anti-inflamatório, antibacteriano e 
na medicina dentária. Nos EUA a organização Food and Drug Administration (FDA) 
reconhece-o como um composto seguro, pelo que pode ser usado e consumido pelo 
Homem. Na Europa é igualmente aceite a sua utilização como composto aromatizante em 
produtos alimentares (Regulamento EU 872/2012). Pensa-se que terá como modo de ação 
a desintegração da membrana bacteriana (P. aeruginosa NCIM 5029 exposta a 20 mM 
de eugenol perdeu cerca de 50% da integridade membranar). Outros estudos 
(Hemaiswarya & Doble 2009; Walsh et al. 2003) também já tinham apontado danos a 
nível da membrana como possível mecanismo de ação do eugenol. Hemaiswarya & Doble 
(2009) demonstraram ainda que os danos ao nível da membrana aumentaram a 
permeabilidade não seletiva da membrana. Este modo de ação é consistente com a 
sinergia que o eugenol tem com os antibióticos. A desintegração da membrana facilita a 
entrada dos antibióticos para o meio intracelular promovendo a atividade dos mesmos. 
Hemaiswarya & Doble (2009) verificaram também que antibióticos não específicos para 
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bactérias Gram negativas, tais como a vancomicina e oxacilina, se tornaram mais eficazes 
no combate das mesmas quando estas bactérias foram previamente expostas ao eugenol. 
 
Figura 1.8.2.1 – Estrutura química do eugenol.  
  
1.9. Objetivos 
 
 Estudos anteriores têm evidenciado o potencial dos compostos bioativos como 
agentes antimicrobianos, contudo é necessário avaliar o efeito dos mesmos a longo prazo. 
Será que podem ser usados como alternativa à antibioterapia ou devem ser usados em 
conjunto de forma a aumentar a eficácia do tratamento? Da mesma forma que as bactérias 
têm adquirido resistências aos antibióticos será que é possível que aconteça o mesmo com 
os compostos bioativos de origem vegetal? 
 Considerando as questões aqui levantadas, no presente trabalho pretendeu-se: 
1) Verificar se os ácidos gálhico, ferúlico e o eugenol tinham atividade 
antibacteriana sobre três estirpes de P. aeruginosa. Foi realizada a determinação da 
concentração mínima inibitória (CMI) e da concentração mínima bactericida (CMB); 
2) Avaliar o potencial anti PQ afetando, por sua vez, a capacidade de formação de 
biofilme e o potencial de virulência;  
3) Analisar o efeito da exposição contínua da bactéria a estes compostos na 
suscetibilidade aos antibióticos usados na terapia de infeções causadas por P. aeruginosa.  
 Este estudo foi realizado no Laboratório de Microbiologia do Centro de 
Investigação Biomédica da Universidade do Algarve (CBMR-UALG).
2. Material e Métodos 
19 
 
2. Material e Métodos 
 
2.1. Equipamentos 
Agitador magnético com aquecimento Agimatic-E (Selecta, Espanha) 
Autoclave Uniclave88 – 44x60 (AJC, Lisboa, Portugal) 
Balança analítica XS-410 (Fisher Scientific, USA) 
Balança analítica AE 200 (Mettler, Suiça) 
Banho-maria SW 22 (Julabo, Alemanha) 
Câmara de Fluxo Laminar Bio48 (Faster, Itália) 
Centrifugadora refrigerada – Mikro 22R (Hettich, Reino Unido) 
Congelador ultra low temperature freezer -80ºC U725 (Innova New Brunswick 
Scientific, EUA) 
Espectrofotómetro Novaspec®II (Amersham Pharmacia Biotech, Espanha) 
Incubadora Raypa, 30ºC (Selecta, Espanha) 
Incubadora 37ºC (Binder, EUA) 
Leitor de microplacas Tecan Infinite M200 (Tecan, Áustria) 
Microscópio ATC 2000 (Leica, Portugal) 
Termociclador Biometra (Alfa gene) 
Vortex L46 (Labinco, Holanda) 
Vortex PCV-3000 (Grant-Bio, Letónia) 
 
2.2. Meios de cultura 
 
o Agar infusão de cérebro e coração, BHI (do inglês, Brain Heart infusion) 
(Biokar Diagnostics, Beauvais). Preparado de acordo com as instruções do fabricante, 
com adição de 1,5% (p/v) de agar (VWR, EUA).  
 
o Agar Mueller-Hinton, MHB (do inglês, Mueller-Hinton Broth) (Oxoid, 
Inglaterra). Preparado de acordo com as instruções do fabricante, com adição de 1,5% 
(p/v) de agar (VWR, EUA). 
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o Agar Luria Broth, LBB (do inglês, Luria Broth Base) (Sigma). Preparado 
de acordo com as instruções do fabricante, com adição de 1,5% (p/v) de agar (VWR, 
EUA). 
Os mesmos meios de cultura em caldo foram preparados sem adição de agar. A 
esterilização de todos os meios foi realizada por autoclavagem (120ºC durante 20 
minutos). 
 
2.3. Material Biológico 
2.3.1. Componentes do extrato de A. unedo e de óleo essencial de cravinho 
 
Neste estudo foram utilizados dois componentes de extrato de A. unedo, o ácido 
ferúlico (Sigma-Aldrich) e o ácido gálhico (Sigma-Aldrich). Para cada um deles foi 
preparada uma solução stock em etanol e PBS (1:1), solução essa que foi mantida a 5ºC 
por um período máximo de 48 h até à sua utilização conforme indicado pelo fabricante. 
Foi utilizado também o componente maioritário do óleo essencial de cravinho, o eugenol 
(99%, Fluka). A solução stock de eugenol foi preparada a 160 mM em 2-isopropanol e 
foi mantida a -20ºC por um período não superior a 15 dias conforme indicado pelo 
fabricante. 
 
2.3.2. Bactérias  
 
Neste estudo foram utilizadas duas estirpes de coleção, P. aeruginosa DSM 939 e 
P. aeruginosa ATCC 27853 e uma estirpe isolada de uma amostra de água (Tabela 2.3.2 
1). As células bacterianas foram mantidas a -80ºC em meio BHI suplementado com 25% 
(v/v) de glicerol. A recuperação das células de P. aeruginosa foi realizada em meio MH 
com uma incubação a 37ºC e as células de Chromobacterium violaceum em meio LB com 
uma incubação a 30ºC durante 24 h.  
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Tabela 2.3.2-3 - Lista de bactérias utilizadas no presente estudo. 
Bactéria Descrição Fonte 
Pseudomonas aeruginosa 
ATCC 27853 
Isolada de hemocultura, 
estirpe de referência em 
testes de suscetibilidade 
aos antibióticos 
Coleção de Culturas Tipo 
Americana 
Pseudomonas aeruginosa 
DSM 939  
Isolada de água de garrafa 
de compartimento animal 
Coleção de Culturas Tipo 
Alemã 
Pseudomonas aeruginosa 
UAlg 114 
Isolada de água  Coleção do Laboratório de 
Microbiologia, CBMR 
Chromobacterium 
violaceum CV026  
Estirpe indicadora de 
produção de N-acil 
homoserinas lactonas 
(HgR, cvil::Tn5 xylE, KanR, 
mais resistência 
expontânea StrR) 
Oferta do Prof. Mondher 
El Jaziri da Universidade 
Livre de Bruxelas, 
Bélgica. 
(Mcclean et al. 1997)  
CBMR, Centro de Investigação em Biomedicina da Universidade do Algarve 
 
2.4. Determinação dos valores de Concentração Mínima Inibitória e 
Concentração Mínima Bactericida  
 
De modo a avaliar a atividade antimicrobiana dos compostos em estudo procedeu-
se à determinação dos valores de Concentração Mínima Inibitória (CMI) e Concentração 
Mínima Bactericida (CMB) de acordo com o (Apolónio et al. 2014) . A CMI traduz-se 
pela quantidade mínima de agente antimicrobiano necessário à inibição do crescimento 
de um microrganismo num dado período de tempo, contudo é possível a recuperação das 
células quando transferidas para meio sólido. A CMB corresponde ao valor mínimo onde 
para além de se ter registado a ausência de crescimento não ocorreu a recuperação das 
células em placas de MHa (Faleiro et al. 2005). 
Existem vários métodos que podem ser utilizados na determinação da CMI e da 
CMB contudo ainda não existem métodos padronizados para a avaliação da atividade 
antimicrobiana de compostos naturais in vitro. Os métodos existentes destinam-se à 
avaliação da atividade de antibióticos e têm sido adaptados aos compostos naturais 
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(Apolónio et al. 2014; Burt, 2004; Faleiro et al. 2005; Faleiro, 2011). Dos métodos 
disponíveis destaca-se o método de difusão em agar e os métodos de diluição em agar e 
em meio líquido (microdiluição e macrodiluição) (EUCAST CLSI). 
Neste estudo recorreu-se ao método de microdiluição em meio líquido de acordo 
com a metodologia descrita em Faleiro et al. (2005). As estirpes de P. aeruginosa foram 
repicadas em placas de Petri com meio MHa a 37ºC durante 24 h. A partir desta cultura 
preparou-se o pré-inóculo transferindo uma ansada da cultura para 10 mL de caldo MH. 
A incubação decorreu a 37ºC com agitação (120 rpm) durante a noite. Foram transferidos 
100 µL de cultura para um tubo eppendorf (por réplica e por concentração a testar) 
procedendo-se de seguida a uma centrifugação a 2790 x g durante 5 minutos a 4ºC. Finda 
a centrifugação removeu-se o sobrenadante e colocou-se imediatamente o tudo em gelo 
de forma a inibir o crescimento microbiano. A cada tubo eppendorf foi adicionado 100 
µL do meio de cultura com o composto a testar na respetiva concentração (ácido gálhico, 
ácido ferúlico ou eugenol). Preencheu-se cada poço de uma microplaca estéril de 96 poços 
de fundo plano (Greiner) com 180 L de caldo MH suplementado com a concentração 
correspondente de cada composto a testar. Procedeu-se à inoculação dos poços com 20 
µL de suspensões bacterianas previamente preparadas, em caldo MH suplementado com 
a concentração apropriada de cada composto, perfazendo um volume final de 200 µL por 
poço. Como controlo positivo preencheram-se poços apenas com MH não inoculado e 
não suplementado e outros com apenas o solvente usado na preparação das soluções stock 
dos compostos testados (2-propanol ou a mistura de etanol:PBS no caso dos compostos 
etanólicos). Como controlo negativo foi utilizado o meio MH suplementado com 
cloranfenicol (30 g/mL). O crescimento foi monitorizado por espectrofotometria por um 
período de 16 horas com recurso a um leitor de microplacas (Tecan Infinite M200, Tecan, 
Austria) utilizando o comprimento de onda de 600nm. Neste procedimento as leituras da 
densidade ótica (DO) não foram sujeitas a calibração antes da leitura pelo leitor de 
microplacas pelo que foram incluídos poços com meio de cultura e outros com meio de 
cultura suplementado com o composto a testar (ácido gálhico, ácido ferúlico ou eugenol) 
nas respetivas concentrações. O valor da média registado na leitura destes poços foi 
retirado ao valor de absorvência de cada poço com a suspensão bacteriana. A partir dos 
valores de DO600nm obtidos foram construídas as curvas de crescimento e determinou-se 
o valor da CMI. As microplacas foram mantidas a 37ºC durante 16 horas. As 
determinações foram realizadas em triplicado. 
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Após o período de incubação da microplaca foram transferidos 10 µL de cada uma 
das suspensões bacterianas presentes nos poços para placas de MHa de forma a confirmar 
a viabilidade bacteriana e a sua pureza. Estas placas foram incubadas a 37ºC durante a 
noite. O valor CMB foi considerado o correspondente à concentração mínima de 
composto onde não se recuperou o crescimento bacteriano em placa.  
 
2.5. Avaliação do efeito da utilização dos compostos em modo contínuo, na 
suscetibilidade de P. aeruginosa aos antibióticos  
 
A avaliação do efeito de adaptação, ou seja, o efeito da exposição sucessiva na 
suscetibilidade das estirpes bacterianas em estudo ao ácido ferúlico e ao eugenol foi 
realizada como descrito em Hammer et al. (2012) e Apolónio et al. (2014). 
As estirpes bacterianas foram cultivadas em meio MHa e a partir destas culturas 
foram inoculados 10 ml de caldo MH. A incubação decorreu a 37ºC durante a noite em 
banho-maria com agitação (120 rpm). De cada cultura foram transferidos 300 L para um 
tubo eppendorf que foi depois centrifugado (2790 x g, 5 min a 4ºC). O pellet obtido foi 
ressuspenso em 300 L de meio MH suplementado com a concentração sub-inibitória de 
cada composto (inferior ao valor CMI determinado através da análise das curvas de 
crescimento). Foi utilizada a totalidade da suspensão bacteriana para inocular 10 mL de 
caldo MH suplementado com a mesma concentração de composto e mediu-se a DO600nm 
inicial (os valores variaram entre 0,02 – 0,04). A incubação decorreu a 37ºC em banho-
maria com agitação (120 rpm) durante 24 horas. Durante quatro dias consecutivos 
registou-se o valor da DO600nm de cada uma das culturas e as células bacterianas foram 
transferidas para novo meio suplementado com a mesma concentração. Ao fim de quatro 
passagens seriadas na mesma concentração de composto, as células bacterianas foram 
transferidas para caldo MH suplementado com uma concentração mais elevada do mesmo 
composto. Como controlo, de modo paralelo, as células foram cultivadas em caldo MH 
sem adição do composto. O procedimento foi repetido até à inibição do crescimento 
bacteriano, ou seja, quando o valor da DO600nm ao fim das 24 horas foi igual ao valor da 
DO600nm inicial. 
Os ensaios foram realizados em triplicado. 
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2.6. Determinação dos perfis de suscetibilidade aos antibióticos 
 
O efeito da adaptação ao ácido ferúlico e ao eugenol não foi avaliado apenas em 
relação ao crescimento bacteriano mas também relativamente à suscetibilidade aos 
antibióticos. Esta avaliação foi feita através do método de difusão em disco ou método 
Kirby-Bauer. Este método tem sido o mais usado na realização de testes de suscetibilidade 
antimicrobiana sendo o método de eleição dos laboratórios clínicos (EUCAST 2015). 
O método de difusão em disco consiste na utilização de discos de papel de filtro 
impregnados com uma concentração conhecida do agente antibacteriano a testar. Estes 
discos são colocados sobre uma placa de agar previamente inoculada com o 
microrganismo alvo. Após a incubação das placas é possível determinar se a estirpe em 
questão é Sensível (S), Resistente (R) ou se tem um comportamento Intermédio (I) 
relativamente ao agente antibacteriano. Este tipo de análise é feita através da medição do 
halo de inibição (em mm) em torno do disco que traduz ausência de crescimento. Estes 
valores são posteriormente comparados com os valores universais predefinidos 
clinicamente (EUCAST 2015). 
Após o processo de adaptação descrito na secção anterior procedeu-se à avaliação 
da suscetibilidade aos antibióticos baseado nos valores de breakpoint indicados pelo 
EUCAST (2015). As células bacterianas foram adaptadas a concentrações sub-inibitórias 
de ácido ferúlico e de eugenol conforme descrito anteriormente. Entre cada passagem 
seriada (após 24h de incubação) avaliou-se o perfil de suscetibilidade aos antibióticos 
através do teste de difusão em disco numa placa de MHa, o meio standard usado nesta 
técnica (EUCAST 2015). Ao fim de cada passagem retirou-se 500 µL de inóculo 
(controlo e adaptadas) e centrifugou-se a 2790 x g durante 5 minutos a 4ºC. Descartou-se 
o sobrenadante e ressuspendeu-se as células bacterianas em 500 µL de PBS estéril de 
modo a obter uma suspensão bacteriana com uma turvação correspondente à escala 0,5 
de MacFarland (equivalente a 108 UFC/ml). Utilizou-se 100 µL de cada uma das 
suspensões para inocular placas de MHa. O inóculo foi preparado de forma homogénea 
por espalhamento com o auxílio de uma ansa estéril. Após a inoculação da suspensão 
deixou-se a superfície do meio secar até colocar os discos impregnados com os 
antibióticos a testar. Os discos foram colocados com o auxílio de uma pinça esterilizada 
garantindo sempre o contacto total do disco com a superfície de agar. Para a determinação 
do perfil de suscetibilidade das três estirpes em estudo, quando adaptadas ao ácido 
ferúlico, utilizaram-se os seguintes antibióticos: Ceftazidima, Ciprofloxacina, Imipenem, 
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Eritromicina, Vancomicina e Cloranfenicol (Oxoid). Para a determinação do perfil de 
suscetibilidade das três estirpes em estudo, quando adaptadas ao eugenol, utilizaram-se 
os seguintes antibióticos: Gentamicina (Sigma), Ceftazidima e Ciprofloxacina (Oxoid). 
As concentrações utilizadas para cada antibiótico são referidas na Tabela 2.6-1. Como 
controlo foram utilizadas as células bacterianas não adaptadas, ou seja, células que foram 
inoculadas apenas em meio MH fresco e transferidas para meio MH não suplementado 
durante quatro dias consecutivos. As placas foram invertidas e colocadas a incubar 
durante a noite a 37ºC. Foram realizadas três réplicas independentes para cada estirpe. 
Após a incubação verificou-se a existência de halos de inibição e a sua 
uniformidade. Confirmados estes parâmetros mediu-se o diâmetro dos halos de inibição.  
 
Tabela 2.6-4 - Critérios de interpretação dos halos de inibição e respetivas CMIs para os 
antibióticos testados (CLSI, 2007). 
Antibiótico 
Concentração 
de fármaco 
por disco 
Diâmetro do halo de 
inibição (mm) 
CMI equivalente 
(mg/ml) 
R> I S≤ R> I S≤ 
Ceftriaxona 10 µg/mL - - - - - - 
Ceftazidima 10 µg/mL 16 - 16 8 - 8 
Ciprofloxacina 5 µg/mL 22 - 25 1 - 0,5 
Imipenem 10 µg/mL 17 - 20 8 - 4 
Eritromicina 15 µg/mL - - - - - - 
Vancomicina 30 µg/mL - - - - - - 
Cloranfenicol 30 µg/ml - - - - - - 
Gentamicina 10 µg/ml 15 - 15 4 - 4 
 
2.7. Avaliação do efeito da utilização do eugenol no sistema de perceção de 
quórum de Chromobacterium violaceum. 
 
A avaliação do efeito do eugenol no sistema de PQ foi realizada com recurso ao 
modelo bacteriano Chromobacterium violaceum CV026 tal como descrito anteriormente 
(Norizan et al. 2013;  Mcclean et al. 1997). A estirpe de C. violaceum CV026 tem sido 
frequentemente utilizada como indicadora do funcionamento do sistema de PQ, uma vez 
que produz um pigmento violáceo na presença de autoindutor exógeno (homoserina 
2. Material e Métodos 
26 
 
lactona (N-hexanoil-L-homosserina lactona, C6-HSL)), sendo esta estirpe denominada 
como biosensor (Mcclean et al. 1997).  
Numa primeira fase foi necessário verificar se as concentrações de eugenol a testar 
não afetavam o crescimento de C. violaceum CV026. Para isso, recorreu-se ao método 
das microdiluições tal como descrito na secção 2.4. Por outro lado foi também essencial 
verificar se estas mesmas concentrações de eugenol tinham algum efeito sobre o sistema 
de PQ da espécie modelo. Para isso a estirpe foi cultivada em meio LBa a 30ºC durante 
24 h. A partir desta cultura utilizou-se uma ansada para inocular 10 mL de caldo LB para 
obtenção do pré-inóculo. A incubação decorreu durante a noite a 30ºC. Preparou-se 
previamente 40 mL de meio LBa que foi mantido a 45º-50ºC de forma a preservar o seu 
estado liquefeito. O meio LBa foi suplementado com o autoindutor C6-HSL (0,12 g/mL) 
no momento antes da sua inoculação. Esta mistura foi inoculada com 8 mL do pré-inóculo 
de C. violaceum (com um valor de DO600nm de 1,2). A mistura foi transferida para placas 
de Petri de 15 cm e deixou-se solidificar durante 2h. Após este intervalo perfurou-se o 
agar com o auxílio de uma pipeta de Pasteur de forma a realizar pequenos poços 
circulares. Preencheu-se cada poço com 40 L de eugenol nas seguintes concentrações: 
492,6; 656,8; 821e 985,2 g/mL. Como controlo preencheram-se poços com propanol, 
DMSO, PBS e catequina nas mesmas concentrações de eugenol. A catequina é um 
conhecido composto, de origem não bacteriana, com atividade anti PQ em P. aeruginosa 
atuando como análoga das moléculas sinal (AHLs) e inibindo a proteína recetora de AHL 
(Norizan, Yin, e Chan 2013; Vandeputte et al. 2010). As placas de Petri foram colocadas 
a incubar durante a noite a 30 ºC. Foram realizadas três réplicas independentes por estirpe.  
Com este procedimento pretendeu-se verificar se o eugenol, quando utilizado nas 
concentrações acima referidas, tinha efeito inibitório sobre o sistema de PQ em C. 
violaceum. Considerou-se a inexistência de inibição quando toda a superfície do agar 
apresentava uma cor violácea, sinónimo da viabilidade da PQ, e não ocorriam halos 
incolores em torno dos poços. Este procedimento funcionou como controlo para os 
procedimentos seguintes descritos na secção 2.7, pois foi essencial assegurar quais as 
concentrações de eugenol que afetavam o sistema de PQ de C. violaceum sem afetar o 
seu crescimento. 
Após a verificação das concentrações de eugenol a testar, foi ainda necessário 
realizar um outro procedimento controlo para analisar a possibilidade de o eugenol 
degradar o autoindutor (C6-HSL). Para isso foram utilizados tubos eppendorf de 2 mL 
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contendo 1 mL de meio LB a pH 6,2, suplementado com C6-HSL (0,12 g/mL) e eugenol 
nas mesmas concentrações testadas anteriormente. Os tubos eppendorf foram colocados 
a incubar durante 16 a 18 horas a 30 ºC com agitação (120 rpm). Após o período de 
incubação extraiu-se o autoindutor C6-HSL através da adição de 1 mL de acetato de etilo. 
Os tubos eppendorf foram homogeneizados vigorosamente e deixados a repousar durante 
2 minutos onde ocorreu a separação de duas fases. Retirou-se a fase orgânica 
cuidadosamente para um novo tubo eppendorf e deixou-se evaporar. Quando a totalidade 
da fase orgânica evaporou o conteúdo do tubo foi rehidratado com 100 L de PBS. 
Previamente foram preparados 40 mL de meio LBa que foi mantido a 45º- 50 ºC 
de forma a preservar o seu estado liquefeito. O meio LBa foi inoculado com 8 mL de 
cultura de C. violaceum e distribuiu-se por placas de Petri que foram deixadas a solidificar 
durante 2 h. Ao fim desse período foram feitos poços no agar de acordo com o descrito 
anteriormente. Foram dispensados 10 L do conteúdo de cada tubo eppendorf nos poços 
respetivos. Como controlo preencheu-se poços com propanol, DMSO, PBS e catequina 
nas mesmas concentrações de eugenol. As placas foram depois colocadas a incubar 
durante a noite a 30 ºC. Foram realizadas três réplicas independentes por estirpe. 
Considerou-se a existência de degradação do autoindutor sempre que se verificou a 
inexistência de um halo de cor violácea em torno do poço. Uma redução na produção do 
pigmento violáceo é indicativa da degradação de C6-HSL pelo eugenol.   
Após realizados os procedimentos controlo e assegurado que o eugenol nas 
concentrações testadas não inibia o crescimento de C. violaceum e nem degradava o 
autoindutor foi possível prosseguir para o ensaio principal. Pretendeu-se então verificar 
se o eugenol inibia a síntese de AHLs (do inglês N-acyl-Homoserine Lactone) nas três 
estirpes de P. aeruginosa em estudo. Uma inibição da sua síntese é indicadora da 
existência de atividade anti PQ do eugenol sobre a bactéria em estudo. O procedimento 
descrito em seguida baseou-se no descrito por Norizan et al. (2013). 
As suspensões das três estirpes de P. aeruginosa em estudo foram preparadas em 
tubos Falcon com 10 ml de meio LB suplementado com eugenol a 131,36; 164,2 e 328,4 
/mL. Em paralelo incubaram-se as mesmas três estirpes de P. aeruginosa em 10 mL de 
meio LB sem adição de eugenol e mediu-se a DO600nm inicial e final. As suspensões 
bacterianas foram incubadas a 30ºC durante a noite. Após o período de incubação 
procedeu-se à extração das AHLs pelo mesmo processo descrito anteriormente com 
recurso ao acetato de etilo. Previamente preparou-se 40 mL de meio LBa que foi mantido 
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a 45º-50 ºC de forma a preservar o seu estado liquefeito. Inoculou-se o meio LBa com 8 
mL de cultura de C. violaceum e distribuiu-se por placas de Petri que foram deixadas a 
solidificar durante 2h. Ao fim desse período realizou-se poços no agar de acordo com o 
descrito anteriormente. Após a extração, evaporação e reidratação do conteúdo dos 
Falcons incubados, dispensou-se 10 L de cada um dos tubos nos respetivos poços em 
LBa. Como controlo, preencheram-se poços com propanol, DMSO, PBS e catequina nas 
mesmas concentrações de eugenol. As placas de Petri foram colocadas a incubar durante 
a noite a 30 ºC. Foram realizadas três réplicas independentes por estirpe. 
 
2.8. Avaliação do potencial de virulência de P. aeruginosa após exposição em 
contínuo ao eugenol utilizando o modelo Galleria mellonella. 
 
O efeito da adaptação ao eugenol no potencial de virulência das três estirpes de P. 
aeruginosa em estudo foi avaliado através da utilização do modelo Galleria mellonella 
(larva da cera). As larvas utilizadas neste estudo foram fornecidas pelo Professor Doutor 
Luís Neto, do Centro de Estudos de Ciências e Tecnologias Agrárias, da Universidade do 
Algarve. Estas foram criadas com pólen e cera e com uma dieta à base de glicerol, mel, 
água, ração para cães e farelo de trigo sendo mantidas à temperatura ambiente e na 
ausência de luz até à sua utilização. 
Para a adaptação das estirpes bacterianas ao eugenol procedeu-se de acordo como 
descrito na secção 2.5, durante três dias consecutivos. As células foram adaptadas a uma 
concentração sub-inibitória de eugenol (131,36 g/mL foi a concentração comum mais 
elevada nas três estirpes que não afetou o crescimento bacteriano durante o ensaio da 
adaptação). Como controlo foram utilizadas células não adaptadas, ou seja, crescidas em 
meio MH fresco sem adição de eugenol. Foram realizadas três réplicas independentes 
para cada estirpe. 
O procedimento descrito de seguida foi baseado no descrito por Apolónio et al. 
2014. Ao fim da terceira passagem, cada uma das culturas foi diluída em meio MH fresco 
até atingir uma DO600nm de 0,5 (equivalente a 10
8 UFC/mL). Recolheu-se 1 mL da cultura 
e centrifugou-se a 2790 x g durante 5 minutos a 4ºC. Eliminou-se o sobrenadante e 
ressuspendeu-se as células em 1 mL de PBS. Foram infetadas 10 larvas com 10 L da 
suspensão bacteriana inicial (106 UFC) por injeção na segunda pro-pata direita do 
segundo conjunto de pro-patas, utilizando uma micro seringa de 50 µL (SGE Analytical 
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Science, Austrália). Como controlo injetou-se o mesmo número de larvas apenas com 
PBS (10 L). Antes de injetar as larvas, a superfície destas foi desinfetada com álcool a 
70%. Após a injeção as larvas foram colocadas em placas de Petri estéreis a incubar a 
37ºC. A sobrevivência das larvas foi monitorizada a cada 24 h durante 5 dias examinando 
individualmente cada larva. Foi avaliada a sua resposta ao toque e a produção de 
pigmentação (melanização). Considerou-se uma larva como morta quando esta não reagia 
ao toque. 
Em paralelo determinou-se a viabilidade bacteriana pelo método de Miles e Misra 
(1938). Foram realizadas três réplicas independentes por estirpe.
3. Resultados e Discussão 
30 
 
3. Resultados e Discussão 
3.1. Suscetibilidade de P. aeruginosa ao ácido ferúlico, ácido gálhico e ao eugenol 
 
No presente estudo foi determinada a atividade antibacteriana de dois 
componentes do extrato de medronho, nomeadamente o ácido gálhico e o ácido ferúlico 
e ainda o eugenol, um componente do óleo essencial do cravo-da-índia contra três estirpes 
de P. aeruginosa. 
A suscetibilidade das três estirpes de P. aeruginosa ao ácido gálhico encontra-se 
ilustrada nas Figuras 3.1.1 – 3.1.3. 
  
 
Figura 3.1.1- Crescimento de P. aeruginosa DSM 939 na ausência (controlo) e na presença 
de diferentes concentrações (g/mL) de ácido gálhico e do antibiótico cloranfenicol 
(CLO) (30 µg/mL). Os dados são representativos de três ensaios independentes (N=6). 
As barras de erro representam o desvio padrão.  
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Figura 3.1.2 - Crescimento de P. aeruginosa ATCC 27853 na ausência (controlo) e na presença 
de diferentes concentrações (g/mL) de ácido gálhico, do antibiótico cloranfenicol (CLO) (30 
µg/mL). Os dados são representativos de três ensaios independentes (N=6). As barras de erro 
representam o desvio padrão. 
 
 
Figura 3.1.3 - Crescimento de P. aeruginosa UAlg 114 na ausência (controlo) e na presença de 
diferentes concentrações (g/mL) de ácido gálhico, do antibiótico cloranfenicol (CLO) (30 
µg/mL) . Os dados são representativos de três ensaios independentes (N=6). As barras de erro 
representam o desvio padrão. 
O crescimento das três estirpes de P. aeruginosa foi inibido a concentrações 
superiores a 2000 µg/mL de ácido gálhico.  
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Após o crescimento na presença do ácido gálhico a recuperação da viabilidade em 
meio de cultura sólido sem adição de qualquer agente antibacteriano foi analisada. A 
recuperação da viabilidade das estirpes ATCC 27853 e UAlg 114 foi nula a partir de 4000 
µg/mL, enquanto que para a estirpe DSM 939 foi a partir de 5000 µg/mL. Deste modo, 
em conformidade com os resultados obtidos pelo método de microdiluição, os valores de 
CMI variaram entre 3000 µg/mL, para as estirpes ATCC 27853 e UAlg 114, e 3500 
µg/mL de ácido gálhico para a estirpe DSM 939. Quanto aos valores da concentração 
mínima bactericida (CMB) para o ácido gálhico foi de 4000 µg/mL para as estirpes ATCC 
27853 e UAlg 114 e de 5000 µg/mL para a estirpe DSM 939. No estudo de Borges et al. 
(2012) e Borges et al. (2013), os valores CMI e CMB do ácido gálhico para a estirpe P. 
aeruginosa ATCC 10145 foram de 500 µg/mL em ambos. Estes valores são bastante 
inferiores ao que se obteve no presente estudo o que leva a crer que as três estirpes 
utilizadas são consideravelmente mais resistentes ao ácido gálhico do que a estirpe 
utilizada no estudo de Borges et al. (2012) e Borges et al. (2013). Por outro lado, embora 
sejam igualmente inferiores, Jayaraman et al. (2010) obtiveram valores CMI mais 
próximos dos obtidos neste trabalho. Para as cinco estirpes de P. aeruginosa utilizadas 
por estes autores, ATCC 15692, PA01, PT 121 e dois isolados clínicos: DB5218 e 
DR3062, o valor de CMI do ácido gálhico foi de 2000 µg/mL. A discrepância entre os 
métodos utilizados na determinação de atividade antibacteriana assim como o uso de 
diferentes microrganismos e de estirpes podem ser uma provável explicação aos 
diferentes valores de CMI obtidos em diferentes estudos. É, pois, conveniente a utilização 
de diferentes estirpes na determinação do potencial de ação de compostos antibacterianos 
(Faleiro 2011; Fisher et al. 2007). 
A ação do ácido ferúlico sobre o crescimento das três estirpes de P. aeruginosa 
está ilustrada nas Figuras 3.1.4 - 3.1.6. 
3. Resultados e Discussão 
33 
 
 
Figura 3.1.4- Crescimento de P. aeruginosa DSM 939 na ausência (controlo) e na presença de 
diferentes concentrações (g/mL) de ácido ferúlico, do antibiótico cloranfenicol (CLO) (30 
µg/mL) . Os dados são representativos de três ensaios independentes (N=6). As barras de erro 
representam o desvio padrão. 
 
 
Figura 3.1.5- Crescimento de P. aeruginosa ATCC 27853 na ausência (controlo) e na presença 
de diferentes concentrações (g/mL) de ácido ferúlico, do antibiótico cloranfenicol (CLO) (30 
µg/mL). Os dados são representativos de três ensaios independentes (N=6). As barras de erro 
representam o desvio padrão. 
0,01
0,10
1,00
10,00
Controlo
Cultura
500 600 700 800 900 1000 CLO
D
O
6
0
0
n
m
T0
T16
0,01
0,10
1,00
10,00
Controlo
cultura
500 600 700 800 900 1000 CLO
D
O
6
0
0
n
m
T0
T16
3. Resultados e Discussão 
34 
 
 
Figura 3.1.6 - Crescimento de P. aeruginosa UAlg 114 na ausência (controlo) e na presença de 
diferentes concentrações (g/mL) de ácido ferúlico, do antibiótico cloranfenicol (CLO) (30 
µg/mL). Os dados são representativos de três ensaios independentes (N=6). As barras de erro 
representam o desvio padrão. 
 
Considerando os resultados ilustrados nas Figuras 3.1.4 – 3.1.6, pode verificar-se 
que a estirpe DSM 939 não apresentou crescimento quando na presença de concentrações 
de ácido ferúlico superiores a 700 µg/mL. As estirpes ATCC 27853 e UAlg 114 toleraram 
concentrações de ácido ferúlico ligeiramente superiores, não havendo crescimento em 
concentrações acima de 800 µg/mL. Quando na presença de 800 µg/mL de ácido ferúlico, 
a estirpe DSM 939 teve o seu crescimento consideravelmente afetado. Ao fim das 16 h 
de incubação, a cultura exposta a 800 µg/mL de ácido ferúlico apresentou uma DO600nm 
final semelhante à sua DO600nm inicial. Verificou-se o mesmo tipo de resultado nas 
estirpes ATCC 27853 e UAlg 114 quando expostas a 900 µg/mL de ácido ferúlico. Após 
o crescimento na presença do ácido ferúlico a recuperação da viabilidade celular em meio 
de cultura sólido sem a presença de qualquer agente antibacteriano foi examinada. A 
viabilidade das três estirpes em estudo foi recuperada até 1000 µg/mL de ácido ferúlico e 
foi nula a partir de 2000 µg/mL. 
De acordo com os resultados obtidos pelo método de microdiluição, os valores de 
CMI foram de 800 µg/mL de ácido ferúlico para as estirpes DSM 939 e ATCC 27853 e 
para a estirpe UAlg 114 foi de 900 g/mL. Quanto aos valores CMB, para o ácido ferúlico 
foi de 2000 µg/mL para as três estirpes de P. aeruginosa.  
Mais uma vez estes resultados não vão ao encontro dos resultados obtidos por 
Borges et al. (2013) em que o valor CMI foi de 100 µg/mL e o valor CMB foi de 500 
µg/mL (Borges et al. 2012) de ácido ferúlico para a estirpe P. aeruginosa ATCC 10145. 
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Estes valores são muito inferiores aos obtidos no presente estudo o que leva a crer, à 
semelhança do que se verificou para o ácido gálhico, que as três estirpes utilizadas são 
consideravelmente mais resistentes ao ácido ferúlico do que a estirpe utilizada por Borges 
et al. (2012) e Borges et al. (2013). Contrariamente aos resultados obtidos por Borges et 
al. (2013), em que obteve o mesmo valor de CMB dos ácidos gálhico e ferúlico para a 
estirpe de P. aeruginosa ATCC 10145, no presente estudo os ácidos fenólicos 
apresentaram diferentes valores de CMB para as estirpes estudadas. Conforme já referido 
acima, estes resultados evidenciam as limitações de apenas se utilizar uma estirpe neste 
tipo de ensaios. Contudo, também no trabalho de Borges et al. (2013) verificaram uma 
maior eficácia do ácido ferúlico em relação ao ácido gálhico, ou seja, o ácido ferúlico 
inibiu o crescimento bacteriano a concentrações mais baixas comparativamente ao ácido 
gálhico. Este resultado foi também verificado no presente estudo através da obtenção de 
valores CMI mais baixos para o ácido ferúlico do que para o ácido gálhico. 
 
3.2. Suscetibilidade ao eugenol 
 
A atividade antibacteriana do eugenol foi avaliada através da análise do 
crescimento bacteriano através do método de microdiluição. O crescimento bacteriano 
obtido na presença de diferentes concentrações de eugenol encontra-se ilustrado nas 
Figuras 3.2.1-3.2.3.  
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Figura 3.2.1- Crescimento de P. aeruginosa DSM 939 na ausência (controlo) e na presença de 
diferentes concentrações (µg/mL) de eugenol. O antibiótico cloranfenicol (CLO) (30g/mL) e o 
propanol foram também utilizados como controlo. Os dados são representativos de três ensaios 
independentes (N=6). As barras de erro representam o desvio padrão. 
 
 
Figura 3.2.2 - Crescimento de P. aeruginosa ATCC 27853 na ausência (controlo) e na presença 
de diferentes concentrações (µg/mL) de eugenol. O antibiótico cloranfenicol (CLO) (30g/mL) e 
o propanol foram também utilizados como controlo. Os dados são representativos de três ensaios 
independentes (N=6). As barras de erro representam o desvio padrão. 
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Figura 3.2.3- Crescimento de P. aeruginosa UAlg 114 na ausência (controlo) e na presença 
de diferentes concentrações (µg/mL) de eugenol. O antibiótico cloranfenicol (CLO) 
(30g/mL) e o propanol foram também utilizados como controlo. Os dados são 
representativos de três ensaios independentes (N=6). As barras de erro representam o 
desvio padrão. 
As três estirpes de P. aeruginosa demonstraram diferentes suscetibilidades ao 
eugenol, em particular o crescimento da estirpe DSM 939 foi ligeiramente inibido à 
concentração de 985,2 g/mL, enquanto que o crescimento das estirpes ATCC 27853 e 
UAlg 114 foi fortemente inibido a esta mesma concentração.  
A recuperação de viabilidade das três estirpes de P. aeruginosa foi observada até 
à concentração de 1313,6 µg/mL de eugenol e foi nula a 1970,4 µg/mL. De acordo com 
os resultados obtidos, o valor de CMI para as estirpes ATCC 27853 e UAlg 114 foi de 
656,8 µg/mL e para a estirpe DSM 939 foi de 1313,6 µg/mL. O valor CMB foi de 1970,4 
µg/mL para qualquer uma das três estirpes. 
3.3. Avaliação da resposta de adaptação ao ácido ferúlico e ao eugenol 
 
Comprovada a atividade antimicrobiana dos compostos em estudo contra as três 
estirpes de P. aeruginosa pretendeu-se avaliar a possibilidade de ocorrência de 
desenvolvimento de tolerância ao ácido ferúlico e ao eugenol. O ácido ferúlico mostrou 
ser mais eficaz a concentrações mais baixas em comparação com o ácido gálhico contra 
as três estirpes de P. aeruginosa em estudo apresentando valores de CMI e CMB 
inferiores. Por esta razão o ácido ferúlico foi selecionado para avaliar o efeito da 
exposição sequencial (continuada) na aquisição de tolerância ao próprio componente e na 
aquisição de resistência aos antibióticos. O composto eugenol foi igualmente selecionado 
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para este tipo de ensaio uma vez que tem sido reportada a sua ação contra P. aeruginosa, 
mas o número de estirpes utilizadas nos estudos é muito limitado (apenas a estirpe P. 
aeruginosa PAO1) e o impacto da exposição continuada desta bactéria com um perfil de 
resistência tão marcante é ainda desconhecido (Husain et al., 2013; Zhou et al. 2013). O 
ensaio de adaptação ao eugenol e ao ácido ferúlico foi iniciado a uma concentração de 
98,52 µg/mL e de 500 µg/mL, respetivamente (Tabela 3.3-1). Os resultados do 
crescimento na presença das concentrações sub-inibitórias e inibitórias dos compostos 
são apresentados na Tabela 3.3-1. O crescimento da estirpe DSM 939 foi inibido à 
concentração de 656,8 µg/mL de eugenol após a primeira passagem. O crescimento da 
estirpe ATCC 27853 também foi inibido à concentração de 656,8 µg/mL de eugenol, mas 
após a segunda passagem. Relativamente à estirpe UAlg 114, esta revelou ser muito mais 
suscetível, pois após a exposição continuada ao eugenol o seu crescimento foi inibido 
após a primeira passagem na concentração de 164,2 µg/mL, uma concentração muito 
inferior comparativamente às outras duas estirpes. Deste modo, o crescimento de 
qualquer uma das estirpes foi inibido a concentrações inferiores aos valores CMI 
determinados na secção anterior (3.2). Estes resultados evidenciam a ausência de 
aquisição de tolerância/resistência ao eugenol pelas três estirpes de P. aeruginosa 
testadas. Relativamente aos resultados da adaptação ao ácido ferúlico (Tabela 3.3-1), o 
crescimento das três estirpes de P. aeruginosa foi inibido após a 1ª passagem na 
concentração de 800 µg/mL tendo atingido valores de DO600nm semelhantes. Tal como foi 
observado para o eugenol, também para o ácido ferúlico as estirpes de P. aeruginosa não 
conseguiram após as passagens sequenciais crescer na presença de concentrações de 
ácido ferúlico acima dos valores de CMI. Assim as estirpes estudadas mostraram que não 
adquirem tolerância/resistência ao eugenol ou ao ácido ferúlico. 
Como referido anteriormente, a aquisição de resistência a um agente 
antimicrobiano, tal como um antibiótico, pode derivar entre outros fatores a uma 
exposição continuada da bactéria ao agente. Os resultados obtidos com o eugenol estão 
de acordo com os obtidos por Apolónio et al. (2014) em que a exposição sequencial de S. 
aureus, MRSA e L. monocytogenes ao eugenol não induziu a aquisição de 
tolerância/resistência a este composto. Ali et al. (2005) também obteve o mesmo tipo de 
resultados expondo a bactéria Helicobacter pylori, uma bactéria Gram negativa, a 
concentrações sub-inibitórias de eugenol e de cinamaldeído. Após dez passagens 
sucessivas, os autores verificaram que H. pylori não desenvolvia resistência aos 
compostos testados.
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Tabela 3.3-5- Valores do aumento da densidade celular* na presença das concentrações sequenciais do eugenol e ácido ferúlico .  
Bactéria/ 
Passagem 
Eugenol  Ácido ferúlico  
98,52 g/mL 131,36 g/mL 164,2 g/mL 328,4 g/mL 656,8 g/mL  500 g/mL 700 g/mL 800 g/mL 
P. aeruginosa DSM 939 
1º 43,28 ± 4,02 55,44 ± 8,04 63,73 ± 12,19 22,76 ± 3,96 0,49 ± 0,14  9,50   ± 0,50 14,94 ± 2,41 1,29 ± 0,13 
2º 48,52 ± 2,35 55,68 ± 4,74 47,73 ± 8,80 18,21 ± 3,30 
SC 
 22,82 ± 3,39 8,02   ± 0,74 
SC 3º 63,05 ± 14,99 56,72 ± 2,37 97,48 ± 42,84 36,11 ± 17,98  40,31 ± 4,61 6,34   ± 0,47 
4º 55,62 ± 9,12 60,32 ± 4,73 42,19 ± 9,57 26,50 ± 13,56  21,39 ± 6,94 7,25   ± 0,91 
P. aeruginosa ATCC 27853 
1º 76,25 ± 26,69 34,86 ± 9,33 47,05 ± 18,13 33,89 ± 9,13 30,87 ± 12,90  17,95 ± 2,56 26,04 ± 3,48 1,16 ± 0,06 
2º 30,78 ± 2,94 39,58 ± 9,94 55,39 ± 14,31 16,54 ± 4,43 0,84   ± 0,36  24,27 ± 2,60 7,46   ± 0,98 SC 
3º 39,18 ± 9,81 50,33 ± 10,49 55,84 ± 17,01 35,97 ± 1,78 SC  47,78 ± 15,37 5,04   ± 0,28 
4º 46,62 ± 1,03 68,38 ± 11,44 64,27 ± 35,12 54,32 ± 27,42  19,30 ± 2,68 12,03 ± 2,45 
P. aeruginosa UAlg 114 
1º 54,36 ± 19,72 34,70 ± 6,07 0,73  ±  0,36 
SC SC 
 11,29 ± 0,84 21,17 ± 5,92 1,16 ± 0,16 
2º 50,86 ± 4,45 28,62 ± 1,83  
SC 
 24,90 ± 3,19 5,28   ± 1,36 
SC 3º 25,30 ± 8,04 42,27 ± 10,19  29,73 ± 4,50 7,65   ± 0,40 
4º 49,21 ± 16,72 65,72 ± 16,39  15,53 ± 2,64 8,53   ± 0,26 
* O aumento da densidade celular em cada passagem foi calculado como a razão entre a DO600nm às 24 h (T24) e a DO600nm no tempo zero (T0) (DO600nm 
T24/DO600nm T0). Os valores expressos representam a média de três réplicas ± desvio padrão. SC- sem crescimento 
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3.4. Determinação dos perfis de suscetibilidade aos antibióticos após a adaptação 
ao ácido ferúlico e ao eugenol 
De modo a clarificar se durante o processo de adaptação da bactéria P. aeruginosa 
ao ácido ferúlico e ao eugenol ocorria a indução de resistência aos antibióticos, 
determinou-se a suscetibilidade a diferentes antibióticos. Como referido anteriormente, 
as células bacterianas foram previamente adaptadas a concentrações sub-inibitórias de 
ácido ferúlico ou de eugenol durante quatro passagens seriadas. A identificação do perfil 
de suscetibilidade foi realizada de acordo com os valores de “breakpoint” referidos pela 
EUCAST (2015). 
3.4.1. Determinação do perfil de suscetibilidade aos antibióticos após 
adaptação ao ácido ferúlico 
O perfil de suscetibilidade aos antibióticos após adaptação das três estirpes de P. 
aeruginosa ao ácido ferúlico foi realizado ao fim da quarta passagem de cada 
concentração nas culturas adaptadas e controlo (Tabela 3.4.1-1). As culturas controlo das 
três estirpes mostraram ter um perfil suscetível a todos os antibióticos utilizados no 
procedimento (Tabela 3.4.1-1). Verificou-se um ligeiro aumento na suscetibilidade à 
ceftriaxona nas células das estirpes DSM 939 e ATCC 27853 adaptadas ao ácido ferúlico 
quando comparadas com as células não adaptadas (controlo). Contudo, quando 
comparando as células adaptadas a 500 µg/mL e a 700 µg/mL de ácido ferúlico não se 
verificou aumento de suscetibilidade entre concentrações pelo que as alterações na 
suscetibilidade não foram dependentes da concentração de ácido ferúlico. Verificou-se 
ainda que as três estirpes em estudo, apesar do aumento de suscetibilidade à ceftriaxona 
(no caso das estirpes DSM 939 e ATCC 27853), desenvolveram colónias resistentes ao 
antibiótico quando adaptadas ao ácido ferúlico (Figura 3.4.1.1). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.4.1.1- Colónias de P. aeruginosa DSM 939 e de P. aeruginosa ATCC 27853 adaptadas 
ao ácido ferúlico resistentes à ceftriaxona. 
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Tabela 3.4.1-6 – Determinação do perfil de suscetibilidade aos antibióticos das culturas controlo e adaptadas ao ácido ferúlico de P. aeruginosa. O diâmetro 
da zona de inibição inclui o diâmetro do disco (6mm). 
Dh – Diâmetro do halo; CRO – ceftriaxona; VA – vancomicina; IPM – imipenem; CN – gentamicina; E – eritromicina; CIP – ciprofloxacina.  
Os valores expressos representam a média de três réplicas ± desvio padrão.
Concentração 
ácido ferúlico 
CRO 
Dh ± Dp 
(mm) 
VA 
Dh ± Dp 
(mm) 
IPM 
Dh ± Dp 
(mm) 
CN 
Dh ± Dp 
(mm) 
E 
Dh ± Dp 
(mm) 
CIP 
Dh ± Dp 
(mm) 
DSM 939 Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas 
500 µg/mL 
17,00 ± 1,00 0,00 ± 0,00 24,67 ± 1,11 27,75 ± 0,69 12,33 ± 1,37 25,92 ± 2,62 
21,33 ± 0,94 0,00 ± 0,00 26,83 ± 1,57 30,17 ± 0,90 10,83 ± 1,21 27,58 ± 1,24 
700 µg/mL 
19,67 ± 0,47 0,00 ± 0,00 25,83 ± 0,85 26,67 ± 0,47 9,00 ± 0,82 25,67 ± 0,94 
20,83 ± 0,69 0,00 ± 0,00 27,00 ± 1,29 30,17 ± 0,69 0,00 ± 0,00 28,17 ± 1,07 
ATCC 27853 Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas 
500 µg/mL 
18,40 ± 4,03 7,80 ± 9,56 23,40 ± 3,50 27,40 ± 1,36 8,80 ± 1,17 25,40 ± 0,49 
23,00 ± 0,58 0,00 ± 0,00 23,50 ± 2,99 30,00 ± 0,58 10,00 ± 2,08 27,50 ± 1,50 
700 µg/mL 
18,40 ± 4,03 7,80 ± 9,56 23,40 ± 3,50 27,40 ± 1,36 8,80 ± 1,17 25,40 ± 0,49 
24,33 ± 1,37 0,00 ± 0,00 24,50 ± 1,98 29,67 ± 1,25 0,00 ± 0,00 27,00 ± 1,00 
UAlg 114 Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas 
500 µg/mL 
22,33 ± 2,62 0,00 ± 0,00 32,67 ± 3,09 28,33 ± 1,89 9,33 ± 1,25 27,00 ± 1,63 
21,00 ± 4,16 0,00 ± 0,00 31,50 ± 1,89 30,83 ± 1,95 0,00 ± 0,00 30,17 ± 3,93 
700 µg/mL 
22,33 ± 2,62 0,00 ± 0,00 32,67 ± 3,09 28,33 ± 1,89 9,33 ± 1,25 27,00 ± 1,63 
23,83 ± 1,21 0,00 ± 0,00 31,17 ± 1,46 29,25 ± 0,43 0,00 ± 0,00 28,67 ± 0,47 
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As células adaptadas da estirpe DSM 939 tiveram um aumento de suscetibilidade 
ao imipenem nas duas concentrações de ácido ferúlico testadas enquanto que na estirpe 
ATCC 27853 esse aumento de suscetibilidade só foi evidente nas células adaptadas a 700 
µg/mL de ácido ferúlico. As células adaptadas da estirpe UAlg 114 mantiveram um perfil 
de suscetibilidade semelhante às células controlo. 
A adaptação ao ácido ferúlico promoveu um aumento de suscetibilidade à 
gentamicina para as três estirpes de P. aeruginosa sendo esse aumento menos 
significativo para a estirpe UAlg 114. Por outro lado, a adaptação conduziu a alterações 
na suscetibilidade à eritromicina em comparação com as culturas controlo, passando de 
suscetível para resistente. Esse decréscimo no halo de inibição foi mais evidente nas 
estirpes DSM 939 e ATCC 27853 adaptadas a 700 µg/mL de ácido ferúlico. Obteve-se o 
mesmo tipo de resultado para a estirpe UAlg 114 quando adaptada a uma concentração 
mais baixa de ácido ferúlico (500 µg/mL). 
A exposição prolongada ao ácido ferúlico conduziu a um ligeiro aumento de 
suscetibilidade à ciprofloxacina nas três estirpes estudadas, sendo que a estirpe UAlg 
reverteu esse efeito quando exposta a uma concentração mais elevada de ácido ferúlico 
(700 µg/mL) para valores próximos aos registados para as células controlo. 
 
3.4.2. Determinação do perfil de suscetibilidade aos antibióticos após 
adaptação ao eugenol 
 
De modo a identificar em que passagem é que possa ter ocorrido a aquisição de 
resistência ou maior suscetibilidade, no ensaio com o componente eugenol optou-se por 
determinar o perfil de suscetibilidade em todas as passagens seriadas. Por questões alheias 
ao laboratório foi necessário adaptar o procedimento ao material existente (longo 
processo burocrático na aquisição do material). Deste modo, os antibióticos utilizados na 
determinação da suscetibilidade durante o processo de adaptação foram ligeiramente 
diferentes entre os dois componentes, eugenol e ácido ferúlico. 
As células controlo da estirpe DSM 939 revelaram ser mais suscetíveis quer à 
ciprofloxacina (29,33 ± 0,94 mm) quer à ceftazidima (20,67 ± 1,60 mm) ou à 
gentamicina (19,33 ± 0,75 mm)  (Tabela 3.4.2-1). 
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Tabela 3.4.2-7 - Determinação do perfil de suscetibilidade aos antibióticos das culturas controlo e adaptadas 
de P. aeruginosa DSM 939 ao eugenol. O diâmetro da zona de inibição inclui o diâmetro do disco (6mm). 
Os valores expressos representam a média de três réplicas ± desvio padrão. Legenda: Dh – diâmetro do 
halo; Dp – Desvio padrão. 
Concentração 
eugenol 
Ciprofloxacina 
Dh ± Dp 
(mm) 
Ceftazidima 
Dh ± Dp 
(mm) 
Gentamicina 
Dh ± Dp 
(mm) 
98,52 µg/mL Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas 
1º 
29,33 ± 0,94 / 20,67 ± 1,60 / 19,33 ± 0,75 / 
30,33 ± 0,75 22,33 ± 0,47 18,33 ± 0,47 
2º 
29,33 ± 0,94 / 20,67 ± 1,60 / 19,33 ± 0,75 / 
30,33 ± 1,11 23,17 ± 0,90 21,17 ± 1,07 
3º 
29,33 ± 0,94 / 20,67 ± 1,60 / 19,33 ± 0,75 / 
31,00 ± 0,58 22,50 ± 0,76 20,67 ± 0,47 
4º 
29,33 ± 0,94 / 20,67 ± 1,60 / 19,33 ± 0,75 / 
30,50 ± 0,76 22,83 ± 1,21 21,00 ± 0,82 
131,36 µg/mL Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas 
1º 
29,00 ± 1,41 / 22,00 ± 1,15 / 19,83 ± 0,37 / 
30,54 ± 0,69 22,71 ± 0,58 20,29 ± 0,69 
2º 
29,00 ± 1,41 / 22,00 ± 1,15 / 19,83 ± 0,37 / 
30,59 ± 1,11 22,80 ± 1,21 20,78 ± 1,15 
3º 
29,00 ± 1,41 / 22,00 ± 1,15 / 19,83 ± 0,37 / 
30,66 ± 1,29 22,71 ± 1,50 20,68 ± 0,69 
4º 
29,00 ± 1,41 / 22,00 ± 1,15 / 19,83 ± 0,37 / 
30,57 ± 1,89 22,76 ± 1,83 20,69 ± 0,50 
164,2 µg/mL Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas 
1º 
30,17 ± 1,46 /  21,83 ± 0,69 /  21,00 ± 1,00 /  
30,33 ± 0,47 22,67 ± 1,11 20,83 ± 0,69 
2º 
30,17 ± 1,46 /  21,83 ± 0,69 /  21,00 ± 1,00 /  
31,33 ± 0,94 24,67 ± 1,80 21,83 ± 0,37 
3º 
30,17 ± 1,46 /  21,83 ± 0,69 /  21,00 ± 1,00 /  
31,67 ± 2,05 22,83 ± 1,07 21,00 ± 1,15 
4º 
30,17 ± 1,46 /  21,83 ± 0,69 /  21,00 ± 1,00 /  
33,50 ± 2,14 24,33 ± 0,75 22,00 ± 1,91 
328,4 µg/mL Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas 
1º 
28,50 ± 0,76 /  21,50 ± 0,76 / 20,17 ± 0,37 / 
39,50 ± 1,98 26,83 ± 0,90 24,50 ± 1,50 
2º 
28,50 ± 0,76 /  21,50 ± 0,76 / 20,17 ± 0,37 / 
33,50 ± 1,38 24,50 ± 0,50 23,83 ± 0,90 
3º 
28,50 ± 0,76 /  21,50 ± 0,76 / 20,17 ± 0,37 / 
33,67 ± 2,13 24,33 ± 0,94 22,83 ± 1,21 
4º 
28,50 ± 0,76 /  21,50 ± 0,76 / 20,17 ± 0,37 / 
35,50 ± 1,71 24,83 ± 1,34 23,67 ± 1,25 
656,8 µg/mL Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas 
1º 
28,50 ± 0,76 /  21,50 ± 0,76 / 20,17 ± 0,37 / 
36,83 ± 0,69 24,00 ± 1,00 23,33 ± 0,94 
3. Resultados e Discussão 
44 
 
De acordo com os critérios EUCAST (2015) esta estirpe tem um perfil S aos três 
antibióticos testados (S25 mm para a ciprofloxacina, S17 mm para a ceftazidima e 
S15 mm para a gentamicina) e não desenvolveu resistência (mutações cromossomais) 
durante o processo de passagem sequencial. Nas células adaptadas desta estirpe, foi 
possível observar um aumento de suscetibilidade mais evidente aos três antibióticos 
durante as quatro passagens a 328,4 µg/mL de eugenol (Tabela 3.4.2-1). As células 
adaptadas a 656,8 µg/mL de eugenol (apenas uma passagem) demonstraram igualmente 
uma maior suscetibilidade aos três antibióticos (Tabela 3.4.2-1). Tendo em conta estes 
resultados é possível dizer que a adaptação ao eugenol teve um efeito potenciador da 
suscetibilidade aos três antibióticos na estirpe de P. aeruginosa DSM 939. 
A estirpe ATCC 27853 apresentou um perfil de suscetibilidade semelhante à 
estirpe DSM 939, mas como foi referido anteriormente esta estirpe foi capaz de suportar 
uma 2ª passagem à concentração de 656,8 µg/mL, embora esta capacidade não tenha 
conduzido a uma maior resistência aos três antibióticos testados (Tabela 3.4.2-2). 
 
Tabela 3.4.2-8- Determinação do perfil de suscetibilidade aos antibióticos das culturas controlo e 
adaptadas de P. aeruginosa ATCC 27853 ao eugenol. O diâmetro da zona de inibição inclui o 
diâmetro do disco (6 mm). Os valores expressos representam a média de três réplicas ± desvio 
padrão. Legenda: Dh – diâmetro do halo; Dp – Desvio padrão. 
Concentração 
eugenol 
Ciprofloxacina 
Dh ± Dp 
(mm) 
Ceftazidima 
Dh ± Dp 
(mm) 
Gentamicina 
Dh ± Dp 
(mm) 
98,52 µg/mL Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas 
1º 
28,17 ± 1,34 / 20,67 ± 1,25 / 22,83 ± 0,90 / 
29,50 ± 0,76 25,50 ± 0,76 22,17 ± 0,37 
2º 
28,17 ± 1,34 / 20,67 ± 1,25 / 22,83 ± 0,90 / 
29,33 ± 0,75 26,00 ± 1,29 22,00 ± 1,41 
3º 
28,17 ± 1,34 / 20,67 ± 1,25 / 22,83 ± 0,90 / 
30,33 ± 0,75  25,83 ± 1,46 22,67 ± 1,80 
4º 
28,17 ± 1,34 / 20,67 ± 1,25 / 22,83 ± 0,90 / 
33,00 ± 1,41 25,50 ± 0,76 22,50 ± 0,76 
131,36 µg/mL Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas 
1º 
30,67 ± 1,60 / 26,33 ± 0,75 / 21,50 ± 0,76 / 
33,83 ± 1,07 27,33 ± 0,75 23,67 ± 0,94 
2º 
30,67 ± 1,60 / 26,33 ± 0,75 / 21,50 ± 0,76 / 
31,63 ± 0,94 26,17 ± 1,77 22,71 ± 1,07 
3º 
30,67 ± 1,60 / 26,33 ± 0,75 / 21,50 ± 0,76 / 
32,20 ± 0,96 26,21 ± 1,21 22,89 ± 1,46 
4º 
30,67 ± 1,60 / 26,33 ± 0,75 / 21,50 ± 0,76 / 
32,66 ± 0,47 26,30 ± 1,25 22,94 ± 0,58 
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164,2 µg/mL Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas 
1º 
28,00 ± 1,83 / 22,83 ± 0,37 / 17,83 ± 0,69 / 
32,58 ± 1,80 26,50 ± 0,90 23,05 ± 0,69 
2º 
28,00 ± 1,83 / 22,83 ± 0,37 / 17,83 ± 0,69 / 
32,67 ± 0,47 24,50 ± 0,76 21,83 ± 1,07 
3º 
28,00 ± 1,83 / 22,83 ± 0,37 / 17,83 ± 0,69 / 
35,50 ± 1,26 25,50 ± 0,50 21,00 ± 1,00 
4º 
28,00 ± 1,83 / 22,83 ± 0,37 / 17,83 ± 0,69 / 
35,17 ± 0,90 26,00 ± 1,83 21,67 ± 1,25 
328,4 µg/mL Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas 
1º 
29,00 ± 1,00 / 24,00 ± 0,82 / 19,67 ± 0,47 / 
34,83 ± 1,34 26,17 ± 1,21 21,83 ± 1,07 
2º 
29,00 ± 1,00 / 24,00 ± 0,82 / 19,67 ± 0,47 / 
34,33 ± 1,49  27,67 ± 0,75 23,67 ± 0,94 
3º 
29,00 ± 1,00 / 24,00 ± 0,82 / 19,67 ± 0,47 / 
34,00 ± 1,00 26,67 ± 1,11 22,67 ± 1,11 
4º 
29,00 ± 1,00 / 24,00 ± 0,82 / 19,67 ± 0,47 / 
34,67 ± 1,80 25,83 ± 1,86 21,33 ± 1,97 
656,8 µg/mL Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas 
1º 
29,00 ± 1,00 / 24,00 ± 0,82 / 19,67 ± 0,47 / 
29,50 ± 1,50 25,50 ± 0,76 19,33 ± 0,75 
2º 
29,00 ± 1,00 / 24,00 ± 0,82 / 19,67 ± 0,47 / 
34,67 ± 0,94 28,42 ± 2,17 23,25 ± 1,07 
 
 
As células adaptadas da estirpe UAlg 114 mostraram um perfil suscetível aos três 
antibióticos durante as passagens a 98,52 e 131,36 g/mL de eugenol. Contudo, as células 
adaptadas a 164,2 g/mL de eugenol adquiriram um perfil de resistência à ciprofloxacina 
(20,75  4,02 mm) após a 1ª passagem traduzido por um halo de inibição inferior a 22 
mm que é indicativo de aquisição de resistência (EUCAST, 2015). No entanto este 
fenómeno não se verificou para o antibiótico ceftazidima ou gentamicina.  
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Tabela 3.4.2-9- Determinação do perfil de suscetibilidade aos antibióticos das culturas controlo e 
adaptadas de P. aeruginosa UAlg 114 ao eugenol. O diâmetro da zona de inibição inclui o 
diâmetro do disco (6 mm). Os valores expressos representam a média de três réplicas ± desvio 
padrão. Legenda: Dh – diâmetro do halo; Dp – Desvio padrão. 
 
O antibiótico ciprofloxacina pertence ao grupo das fluoroquinolonas, ao qual as 
bactérias Gram negativas são consideravelmente suscetíveis. Este antibiótico é 
administrado na terapêutica contra várias infeções, em particular cistites não complicadas, 
infeções do trato urinário, prostatites bacterianas crónicas e sinusites agudas (Castro et al. 
2013). O mecanismo de ação deste antibiótico (incluindo outros do mesmo grupo) 
permite interromper a replicação e a transcrição do DNA através da inibição da DNA 
girase/topoisomerase II e a DNA topoisomerase IV bloqueando o desenrolamento e a 
duplicação do DNA (Nam et al. 2013). Muito recentemente, através da abordagem de 
sequenciação de alto rendimento, foi possível verificar que para a maior parte dos 
antibióticos, mas muito particularmente durante a exposição de P. aeruginosa a 
fluoroquinolonas em comparação com cefalosporinas ou carbapenemos, há acumulação 
de mutações com uma assinatura em “frameshift”, consistente com uma propensão a erros 
Concentração 
eugenol 
Ciprofloxacina 
Dh ± Dp 
(mm) 
Ceftazidima 
Dh ± Dp 
(mm) 
Gentamicina 
Dh ± Dp 
(mm) 
98,52 µg/mL Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas 
1º 
30,17 ± 1,21/ 24,83 ± 1,21/ 17,67 ± 0,75/ 
30,00 ± 0,00 26,00 ± 1,15 18,67 ± 0,75 
2º 
30,17 ± 1,21/ 24,83 ± 1,21/ 17,67 ± 0,75/ 
30,17 ± 1,46 23,17 ± 2,61 18,83 ± 1,34 
3º 
30,17 ± 1,21/ 24,83 ± 1,21/ 17,67 ± 0,75/ 
32,33 ± 1,97 26,17 ± 0,90 19,33 ± 0,94 
4º 
30,17 ± 1,21/ 24,83 ± 1,21/ 17,67 ± 0,75/ 
37,33 ± 2,75 27,50 ± 1,98 20,50 ± 0,76 
131,36 µg/mL Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas 
1º 
31,83 ± 1,57/ 25,83 ± 1,21/ 18,67 ± 1,11/ 
33,33 ± 1,49 28,67 ± 2,05 21,00 ± 0,58 
2º 
31,83 ± 1,57/ 25,83 ± 1,21/ 18,67 ± 1,11/ 
35,33 ± 1,25 30,67 ± 0,47 22,17 ± 1,07 
3º 
31,83 ± 1,57/ 25,83 ± 1,21/ 18,67 ± 1,11/ 
35,83 ± 2,11 28,17 ± 1,34 24,50 ± 2,06 
4º 
31,83 ± 1,57/ 25,83 ± 1,21/ 18,67 ± 1,11/ 
31,67 ± 2,81 24,33 ± 0,75 19,00 ± 1,15 
164,2 µg/mL Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas Controlo / Adaptadas 
1º 
31,83 ± 1,57/ 25,83 ± 1,21/ 18,67 ± 1,11/ 
20,75 ± 4,02 29,25 ± 1,92 21,75 ± 0,83 
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da DNA polimerase cuja atividade é consequência do sistema SOS (Cabot et al. 2016). 
Os mecanismos de resistência mais encontrados foram as mutações na região 
determinante da resistência à quinolona (RDRQ do inglês QRDR) assim como a 
sobrexpressão de bombas de efluxo (não só para ciprofloxacina, mas também para o 
meropenem (do grupo dos carbapenemas) (Cabot et al. 2016). Embora as células da 
estirpe UAlg 114 adaptadas ao eugenol a 164,2 g/mL só tenham conseguido sobreviver 
a uma exposição a este composto a esta concentração, o facto é que adquiriram resistência 
o que significa que outras estirpes ambientais, tal como esta, podem eventualmente 
adquirir resistência durante a exposição ao eugenol pelo que seria recomendável aumentar 
o conjunto de estirpes ambientais em estudo para clarificar esta capacidade. 
3.5. Avaliação do impacto da adaptação ao eugenol no sistema de perceção de 
quórum 
3.5.1. Determinação da atividade antibacteriana do eugenol sobre 
Chromobacterium violaceum CV026 
 
Antes de realizar os estudos sobre o efeito do eugenol sobre a perceção de quórum 
foi necessário determinar se as concentrações de eugenol a ser testadas não afetavam o 
crescimento da espécie modelo Chromobacterium violaceum. Os resultados obtidos 
encontram-se ilustrados nas imagens seguintes:  
 
Figura 3.5.1.1- Atividade antibacteriana do eugenol (3.5.1.1.a)) e da catequina (3.5.1.1.b)) sobre 
a bactéria Chromobacterium violaceum CV026. Legenda: 3.5.1.a) A – 656,8 µg/mL; B – 985,2 
µg/mL; C – 1313,6 µg/mL; D – 1970,4 µg/mL; E – água MilliQ; F – propanol; 3.5.1.b) A – 656,8 
µg/mL; B – 985,2 µg/mL; C – 1313,6 µg/mL; D – 1970,4 µg/mL; E – água MilliQ; F – DMSO. 
3.5.1.1.b) 
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Como se pode verificar na figura 3.5.1.1. o eugenol inibiu o crescimento da 
bactéria C. violaceum CV026 a concentrações superiores a 1313,6 µg/mL (discos C e D). 
Por outro lado a catequina não mostrou ter qualquer tipo de efeito sobre o crescimento 
bacteriano de C. violaceum pelo que pode ser usada como controlo no ensaio da perceção 
de quórum dentro da ordem de valores testada. Também os controlos utilizados (água 
MilliQ, propanol e DMSO) não afetaram o crescimento da bactéria modelo. Tendo em 
conta os resultados obtidos foi possível prosseguir para os ensaios seguintes.  
3.5.2. Avaliação da degradação de C6-HSL pelo eugenol 
 
Foi realizado um ensaio que teve como principal objetivo verificar se o eugenol 
degradava o autoindutor (C6-HSL) sintético a ser utilizada nos procedimentos seguintes. 
Para isso, o eugenol foi incubado, nas mesmas concentrações testadas anteriormente, com 
a C6-HSL sintética a 0,12 µg/µL. Os resultados estão ilustrados na Figura 3.5.2.1. 
 
Figura 3.5.2.1 - Degradação de C6-HSL pelo eugenol. Legenda: A - D eugenol na concentração 
de 492,6; 656,8; 821 e 985,2 µg/mL, respetivamente; E - H catequina na concentração de 492,6; 
656,8; 821 e 985,2 µg/mL, respetivamente; I- DMSO; J – Propanol; K – C6-HSL sintética a 0,12 
g/L; L – poço vazio. Neste ensaio a presença de halos violetas em redor dos poços evidencia a 
presença de C6-HSL exógena que é reconhecida pelo biossensor que por sua vez produz o 
pigmento violáceo como resultado do funcionamento do sistema de PQ. 
 
Na Figura 3.5.2.1 é, pois possível verificar que o eugenol não teve qualquer efeito 
degradativo sobre a C6-HSL sintética. O mesmo se verificou para a catequina, o propanol 
e o DMSO que foram usados como controlo. No poço K foi colocada diretamente a C6-
HSL a 0,12 µg/µL sem a presença de eugenol como controlo sobre o funcionamento do 
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sistema PQ de C. violaceum CV026. Tendo em conta estes resultados é possível afirmar 
que o eugenol não degrada a homosserina sendo assim seguro prosseguir com o ensaio 
de avaliação do efeito deste composto na síntese de AHL por P. aeruginosa. Verificou-
se ainda que a homosserina sintética utilizada é reconhecida pela estirpe modelo (poço 
K) e não é degradada pelos solventes utilizados na preparação dos compostos em estudo 
(poços I e J). 
3.5.3. Avaliação do efeito do eugenol na síntese de AHL por P. aeruginosa 
 
 No ensaio sobre o efeito do eugenol na síntese de homosserina pelas três estirpes 
de P. aeruginosa em estudo o crescimento foi realizado na presença de eugenol nas 
concentrações de 131,36; 164,2 e 328,4 µg/mL e na ausência de eugenol. A seleção destas 
concentrações de eugenol teve como critério serem as concentrações de eugenol mais 
elevadas comuns às três estirpes de P. aeruginosa que não afetaram o seu crescimento 
(consultar secção 3.2). 
Os resultados estão ilustrados na Figura 3.5.3.1. Esta Figura corresponde aos 
resultados obtidos com a estirpe ATCC 27853, mas o mesmo tipo de resultados foram 
obtidos para as outras duas estirpes de P. aeruginosa. 
 
Figura 3.5.3.1- Avaliação do efeito do eugenol sobre a síntese de AHL por P. aeruginosa. 
Legenda: A- C- C6-HSL extraída após exposição a 131,36; 164,2 e 328,4 µg/mL de 
eugenol respetivamente; D- C6-HSL extraída sem exposição ao eugenol; E- PBS; F – 
poço vazio; G – C6-HSL sintética a 0,12 g/L.  
As três estirpes de P. aeruginosa em estudo obtiveram os resultados ilustrados na 
Figura 3.5.3.1., ou seja, todas as concentrações de eugenol testadas (131,36; 164,2 e 328,4 
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µg/mL) inibiram a síntese de homosserina nas três estirpes de P. aeruginosa. Descarta-se 
a eventualidade de um erro técnico durante a extração da C6-HSL pois o poço D, referente 
à C6-HSL extraída de cultura de P. aeruginosa sem exposição ao eugenol, demonstra a 
eficiência da extração através do halo violeta presente em torno do mesmo. Este halo 
violeta é indicador da presença de C6-HSL exógena (extraída das culturas de P. 
aeruginosa não expostas ao eugenol) como já foi referido anteriormente (secção 3.5.2). 
Pelo mesmo motivo é excluída a possibilidade de as três estirpes de P. aeruginosa não 
estarem a produzir a homosserina. Por outro lado, pode verificar-se também que o sistema 
de perceção de quórum do biossensor se encontrava ativo e funcional, pois este 
reconheceu a homosserina exógena produzida por P. aeruginosa e a homosserina exógena 
sintética (ilustrado pela presença de um halo violeta nos poços D e G).  
A inibição da síntese de homosserina nas três estirpes de P. aeruginosa em estudo 
é indicadora do efeito inibidor que o eugenol tem sobre o sistema de perceção de quórum 
desta bactéria. À semelhança dos resultados obtidos por Norizan et al. (2013), que 
verificou o potencial da cafeína como inibidor da perceção de quórum em P. aeruginosa 
PAO1, também o eugenol demonstrou não degradar a homosserina, mas sim inibir a sua 
produção nas três estirpes de P. aeruginosa utilizadas neste estudo. 
 
3.6. Avaliação do impacto da adaptação ao eugenol na virulência de P. 
aeruginosa recorrendo ao modelo Galleria mellonella 
 
A expressão de fatores de virulência por P. aeruginosa é um processo no qual a 
perceção de quórum tem um papel muito importante, tal como descrito em estudos 
anteriores (Jimenez et al. 2012; Pearson et al. 2000; Zhu et al. 2015). Tendo em 
consideração que na avaliação do impacto da adaptação ao eugenol, no sistema de PQ de 
P. aeruginosa, este composto revelou ter um efeito inibitório sobre a produção de 
homosserina nas três estirpes de P. aeruginosa, foi lógico avaliar se uma exposição prévia 
e contínua a concentrações de eugenol sub-letais (1313,6 µg/mL) contribuiriam para uma 
redução no potencial de virulência. Para isso, recorreu-se ao modelo de Galleria 
mellonella. As larvas de G. mellonella foram infetadas com cada uma das três estirpes de 
P. aeruginosa previamente adaptadas ao eugenol, durante três passagens seriadas. Após 
a adaptação foram infetadas 10 larvas com cerca de 106UFC/larva para as estirpes P. 
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aeruginosa DSM 939, ATCC 27853 e UAlg 114. A observação da sobrevivência das 
larvas ao longo dos 5 dias está representada na Figura 3.6.1. 
 
Figura 3.6.1 - Sobrevivência das larvas inoculadas com as células adaptadas ( ) (1313,6 
µg/mL de eugenol) e não adaptadas ( ) (sem tratamento com eugenol) de P. aeruginosa. (
) representa as larvas injetadas unicamente com PBS (controlo). Estes resultados são 
representativos das três estirpes de P. aeruginosa em estudo. Os valores expressos representam a 
média de três réplicas independentes. As barras de erro representam o valor do desvio padrão. 
 
Com base nos resultados obtidos é possível observar que todas as larvas morreram 
24 horas após a infeção com qualquer uma das estirpes de P. aeruginosa quer adaptadas 
ao eugenol ou não adaptadas. Apenas as larvas injetadas com PBS (controlo) 
sobreviveram mantendo-se em perfeitas condições. Contudo, verificaram-se algumas 
diferenças na melanização das larvas entre as larvas infetadas com as células adaptadas e 
não adaptadas. O processo de melanização da hemolinfa em G. mellonella traduz-se pelo 
aumento de pigmentação escura nas larvas devido à produção de peptídeos 
antimicrobianos como resposta à infeção. As larvas infetadas com as células não 
adaptadas apresentaram uma melanização muito mais acentuada (cor mais negra) e severa 
do que as larvas infetadas com as estirpes adaptadas ao eugenol (Figura 3.6.2). Esta 
observação leva a crer que o eugenol teve algum efeito atenuador no potencial de 
virulência de P. aeruginosa. 
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Figura 3.6.2 – Melanização em G. mellonella 24 horas após a infeção com as três estirpes de P. 
aeruginosa adaptadas e não adaptadas ao eugenol. Larvas infetadas com: A- P. aeruginosa DSM 
939 adaptada; B- P. aeruginosa DSM 939 não adaptada; C- P. aeruginosa ATCC 27853 adaptada; 
D- P. aeruginosa ATCC 27853 não adaptada; E- P. aeruginosa UAlg 114 adaptada; F- P. 
aeruginosa UAlg 114 não adaptada. 
 
Durante o processo de infeção das larvas, observou-se que as larvas infetadas com 
as estirpes não adaptadas ao eugenol tiveram uma ação muito mais rápida e severa no 
desencadeamento do sistema imunitário (visível pela melanização das larvas). Algumas 
larvas ficaram completamente melanizadas e inertes numa questão de minutos. As 
estirpes adaptadas ao eugenol tiveram o mesmo tipo de efeito nas larvas mas não de uma 
forma tão imediata. Por este motivo pensa-se que seria interessante realizar um ensaio em 
que o acompanhamento e observação das larvas pós infeção seja feita em tempo real. A 
existir algum efeito inibitório do eugenol na virulência de P. aeruginosa, este efeito só 
será evidente nas primeiras horas após a infeção. Como o modo de ação desta bactéria é 
extremamente rápido e severo, ao fim das primeiras 24 horas após a infeção não é possível 
discernir diferenças ou semelhanças na virulência das estirpes adaptadas e não adaptadas 
ao eugenol. É possível, pois concluir que apesar do eugenol à concentração de 1313,6 
µg/mL inibir o sistema de PQ esta inibição não é suficientemente eficaz para diminuir a 
expressão dos fatores de virulência de P. aeruginosa. 
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4. Conclusões 
 
Com este trabalho pretendeu-se determinar a atividade antibacteriana de dois 
componentes naturalmente presentes no extrato do fruto de A. unedo, o ácido gálhico e o 
ácido ferúlico, contra três estirpes de P. aeruginosa. Em paralelo, pretendeu-se 
determinar a atividade antibacteriana de um outro componente natural, o eugenol, 
componente maioritário no óleo essencial de cravinho contra as mesmas três estirpes de 
P. aeruginosa. Dado que o ácido ferúlico comprovou ter uma atividade antibacteriana 
mais eficaz a concentrações mais baixas prosseguiu-se o trabalho com este componente 
e o eugenol. Assim, pretendeu-se ainda avaliar a aquisição de respostas de tolerância de 
P. aeruginosa quando exposta de modo contínuo a estes compostos. Avaliou-se o efeito 
da adaptação na suscetibilidade a um conjunto de antibióticos atualmente utilizados na 
terapêutica e na virulência in vivo no modelo G. mellonella. Dada a elevada capacidade 
de formação de biofilme desta bactéria e sendo a perceção de quórum um dos mecanismos 
responsáveis pela comunicação bacteriana e com um papel crucial na diferenciação de 
biofilme, foi ainda estudado o potencial destes componentes na inibição da perceção de 
quórum. 
A determinação da atividade antibacteriana dos dois componentes presentes no 
extrato do fruto de A. unedo demonstrou que o ácido ferúlico tem um efeito inibitório 
mais eficaz a concentrações mais baixas contra as três estirpes bacterianas estudadas. Os 
valores de CMI obtidos pelo método de microdiluição foram entre 800 e 900 µg/mL de 
ácido ferúlico e entre 3000 e 3500 µg/mL de ácido gálhico. Relativamente ao eugenol, os 
valores de CMI obtidos pelo método de microdiluição foram entre 656,8 e 1313,6 µg/mL. 
Os valores de CMB para estes três componentes também foram diferentes sendo que o 
eugenol e o ácido ferúlico revelaram ter um efeito bactericida contra as três estirpes de P. 
aeruginosa a concentrações muito similares, 1970,4 µg/mL de eugenol e 2000 µg/mL de 
ácido ferúlico. O valor CMB para o ácido gálhico variou entre 4000 e 5000 µg/mL, ou 
seja, mais do dobro do valor CMB obtido para o ácido ferúlico.  
Relativamente à aquisição de tolerância aos componentes estudados, foi 
verificado que a exposição contínua das três estirpes em estudo a concentrações 
sequenciais e crescentes de ácido ferúlico ou eugenol, não conduziu a nenhum decréscimo 
de suscetibilidade aos mesmos. Quer as células adaptadas ao ácido ferúlico quer as células 
adaptadas ao eugenol toleraram a exposição contínua a concentrações sub-letais de cada 
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componente, ou seja, concentrações inferiores aos valores CMI obtidos, o que apoia a 
hipótese da não aquisição de tolerância aos componentes naturais. Contudo, a adaptação 
a concentrações sub-letais de ácido ferúlico conduziu a alterações no perfil de 
suscetibilidade à eritromicina nas três estirpes estudadas. Embora o perfil de 
suscetibilidade aos restantes antibióticos testados se tenha mantido inalterado, verificou-
se ainda o surgimento de colónias resistentes à ceftriaxona nas estirpes DSM 939 e ATCC 
27853. A adaptação a concentrações sub-letais de eugenol não provocou alterações no 
perfil de suscetibilidade aos antibióticos testados com exceção da estirpe UAlg 114 que 
se tornou resistente à ciprofloxacina após exposição à concentração mais elevada que foi 
tolerada pela estirpe. Assim sendo, a exposição contínua ao eugenol induziu resistência à 
ciprofloxacina na estirpe UAlg 114 mas não induziu resistência ou proteção aos outros 
dois antibióticos testados nem ao próprio eugenol. 
Em relação ao efeito da adaptação ao eugenol no sistema de PQ, observou-se um 
efeito inibidor do eugenol sobre o sistema de PQ através da inibição da síntese de 
homoserina nas três estirpes de P. aeruginosa em estudo. 
Relativamente ao efeito da adaptação ao eugenol no potencial de virulência no 
modelo G. mellonella, não se observou qualquer alteração na mortalidade das larvas 
infetadas com células adaptadas. Contudo, verificou-se durante o procedimento 
diferenças na melanização das larvas infetadas com células adaptadas quando comparadas 
com as larvas infetadas com células não adaptadas. Assim, embora a adaptação ao 
eugenol não tenha conduzido a alterações na mortalidade das larvas coloca-se a hipótese 
de que possa ter um efeito atenuante sobre a virulência no modelo G. mellonella. É 
possível concluir que apesar de a adaptação ao eugenol ter um efeito inibitório sobre o 
sistema de PQ esta inibição não é suficientemente eficaz para diminuir a expressão dos 
fatores de virulência de P. aeruginosa. 
Podemos concluir que o ácido ferúlico e o eugenol são dois agentes 
antibacterianos eficazes a concentrações relativamente baixas e que a exposição contínua 
a estes dois componentes não induz respostas de tolerância aos próprios componentes 
nem à maioria dos antibióticos testados. A aquisição de resistência à ciprofloxacina (como 
consequência da adaptação da estirpe UAlg 114 ao eugenol) e à eritromicina (como 
consequência da adaptação das três estirpes ao ácido ferúlico) deve ser alvo de estudo 
mais detalhado. Seria interessante verificar se ocorre aquisição de resistência a 
antibióticos da mesma classe de forma que estes dois componentes possam ser utilizados 
como agentes antibacterianos de um modo seguro.  
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Futuramente, será interessante explorar se a exposição a estes dois componentes 
tem algum efeito ao nível da inibição da aderência de forma a avaliar a sua utilização 
como agentes antibiofilme. Seria também interessante avaliar se existe interação sinérgica 
entre os componentes estudados e antibióticos. Além disso, seria útil avaliar em tempo 
real se o eugenol tem algum efeito no potencial de virulência in vivo. O limite de tempo 
e de recursos não nos permitiu testar a atividade do ácido ferúlico no sistema de PQ nem 
no potencial de virulência in vivo, por isso, seria interessante fazê-lo em estudos futuros. 
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